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Oxydationen mittels Bacterium xylinum. 
1. Mitteilung. 


Die Bildung von Dioxyaceton aus Glycerin. 


Ve r 


ope’ 


K. Bernhauer und K. Seh6n. 


Mit 5 Figuren im Text. 


(Aus der biochemischen Abteilung des Chemischen Laboratoriums 
der deutschen Universita: in Prag., 


(Der Redaktion zugegangen am 13, April 1925.) 


Die oxydativen Fahigkeiten yon Bacterium xylinum gegen- 
iiber Zuckerarten und mehrwertigen Alkoholen sind schon 
lange bekannt und auch praparativ vielfach verwertet worden. 
Insbesondere die Oxydation von Glycerin zu Dioxyaceton 
wurde bereits recht eingehend untersucht. Wahrend Ber- 
trand‘) eine Ausbeute von etwa 25°/, des Glycerins an kry- 
stallisiertem Dioxyaceton erzielen konnte, erhielten Virtanen 
und Bairlund?’) mittels eines dem Bacterium xylinum nahe. 
stehenden Organismus, den sie Bact. dioxyacetonicum nannten, 
Ausbeuten an Dioxyaceton, die bis 84°, rom angewendeten 
Glycerin ausmachten (aus dem Reduktionsvermégen berechnet.. 
Die erwaihnten Autoren beriicksichtigten bei ihrer Unter- 
suchung insbesondere den Einfiu8 verschiedener p,-Pufier auf 
den in Frage stehenden UmwandlungsprozeB. 

Im AnschluB an das Studium von ,,Oxydationsgirungen*, 
mit dem der eine von uns bereits seit einigen Jahren be- 
schiftigt ist, wurden nun auch die Oxydationsvorgiinge durch 


1) Bertrand, C. R. Bd. 126, S. 842, 984 (1898). 
2) Virtanen u. Biirlund, Biochem. Zs. Bd. 169, 8. 169 (1926 
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Bact. xylinum und diesem nahestehende Organismen in den 
Bereich der Untersuchungen gezogen. Diese versprachen loh- 
nend zu werden, als es nach langeren vergeblichen Be- 
mihungen gelang, einen dem Bact. xylinum nahestehenden 
Organismus zu erhalten, der sehr stark ausgepragte oxydative 
Fahigkeiten zeigte. Mit Hilfe dieses Bacteriums wurde zu- 
nichst die Umwandlung des Glycerins in Dioxyaceton unter- 
sucht, woriiber hier Mitteilung gemacht werden soll. Bei der 
gleichzeitigen Durchfiihrung von Arbeiten mit Schimmelpilzen, 
insbesondere Aspergillus niger, erwies sich der Zusatz von 
Sauren als notwendig, die das Aufkommen von Schimmel- 
pilzen verhindern. Als solche kamen die niedrigen Glieder 
der Fettsiurereihe in Betracht. Es wurde daher der spezi- 
fische KinfluB dieser Saiuren in verschiedenen Konzentrationen 
untersucht, sowie die dadurch bedingte p,,_beriicksichtigt; 
sodann wurde die Bedeutung der Schichthédhe und Ober- 
flachenausdehnung auf die Intensitat des Oxydationsprozesses 
festgestellt und weiterhin die Bedeutung der Glycerinkonzen- 
tration, sowie der EinfluB des Impfmaterials. Es konnten 
schlieBlich Ausbeuten an Dioxyaceton erhalten werden, die 
fast 100°/, des verwendeten Glycerins ausmachten (aus dem 
Reduktionvermégen berechnet). 


A. Methodisches. 


1. Chemisch-Priparatives. 


Die Gewinnung des Dioxyacetons erfolgte nach dem von Ber- 
trand (a.a.Q.), sowie Virtanen und Biarlund (a. a. 0.) angegebenen 
Verfahren. Die so erhaltene Ather—Alkohollésung wurde im Vakuum 
unter 20° zu einem dicken Sirup eingeengt, der im Vakuum in der 
Kialte, manchmal schon nach einigen Tagen, meistens aber erst nach 
Wochen (trotz Impfung) auskrystallisierte. Die Krystallisation konnte 
dadurch beschleunigt werden, daB der Sirup mit wenig absolutem Ather 
gut gemengt wurde, wodurch hartniickig anhaftende Reste von Alkohol 
im Vakuum leichter abdampften und der Sirup weiter eingedickt werden 
konnte. 

Das Krystallisationsprodukt wurde nach dem Absaugen mit wenig 
gut gekiihltem absolutem Alkohol verrieben und so lange mit absolutem 
Alkohol gewaschen, bis das Produkt rein weiB war, sich vollkommen 
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farblos in Wasger léste und konstanten Schmelzpunkt zeigte (74—77°). 
Bekanntlich ist der Schmelzpunkt des Dioxyacetons wegen der Um- 
wandlung der di- in die monomolekulare Form niemals genau. 


2. Chemisch-Analytisches. 

Die Bestimmung des Dioxyacetons in den Versuchen erfolgte 
nach der bekannten Zuckerbestimmungsmethode von Bertrand. Die 
Berechnung der Analysenergebnisse erfolgte anfangs unter Benutzung 
der von Virtanen und Biarlund ermittelten Reduktionstabelle, spiter 
mit Hilfe einer Tabelle, die mittels eines selbst dargestellten Priparates 
aufgestellt wurde. Das betreffende Produkt war nicht durch Hoch- 
vakuumdestillation gereinigt, sondern in der oben beschriebenen Weise 
und entsprach daher nach Moglichkeit dem von den Bakterien erzeugten, 
in den Kulturflissigkeiten befindlichen Dioxyaceton und war demnach 
dimolekular. Das Reduktionsvermégen des Priiparates wurde von 10 zu 
10 mg Substanz nach Bertrands Methode bestimmt (Tab. 1). 


Tabelle 1. 


Reduktiostabelle von Dioxyaceton (dimolekular). 


Dioxyacetonmg 10 20 30 40 50 60 70 80 90 = 100 
Cu mg_ 13,05 26,1 40,5 55,7 70,8 85,95 99,7 113,4 127.2 140,9 


Die Aufarbeitung der Versuche erfolgte zumeist in der Weise, 
daB je 2 Kulturen (zu je 50 cem) vereinigt, filtriert und nach dem Aus- 
pressen der Bakterienhiute auf 100 cem aufgefillt wurden. Von dieser 
Lésung wurde die Bestimmung des Reduktionsvermégens (2—5 cem) der 
Aciditit, und p,, durchgefiihrt. Fiir die Ermittlung dieser Werte nach 
verschiedenen Zeiten muBten jeweils eigene Versuche durchgefihrt 
werden, da die Entnahme von je 2cem Fiiissigkeit wie bei Virtanen 
und Bairlund (a. a. QO.) sich als ungeeignet erwies, da hierbei in unseren 
Fallen fast stets Infektionen eintraten, wie die Vorversuche zeigten. 

3. Physiologisches. 
(Durehfiihrung der Versuche.) 

Als Kulturfliissigkeit wurde eine Lésung verwendet, die 
0,5°/, Hefeextrakt, meist 5°), Glycerin und verschiedene Siiuren ent- 
hielt. Der Hefeextrakt wurde nach Bertrand dureh 15 Minuten langes 
Auskochen you 1 kg PreBhefe mit 10 Liter Wasser und Zentrifugieren 
hergestellt. 

Die Impfung der Kulturen erfolgte mit annihernd gleichen 
Stiicken der Bakterienhiute, uim eine mdéglichst rasche Ausbildung der 
Kulturen zu erzielen. Das Wachstum der Bakterien auf Agarnahrboden 
war viel schlechter als auf fliissigem Medium. Die Zerkleinerung der 
Bakterienhiute, die unter Verwendung der gewéhnlichen C-Quellen 


> * 
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(verschiedene Zucker, Mannit, Glycerin) zur Entwicklung kamen, erwies 
sich jedoch als sehr miihsam. Hier kam uns die Beobachtung zugute, 
daB bei Verwendung von Ca-Gluconat als C-Quelle Bakterienhiute zur 
Ausbildung gelangen, die keinen so festen Zusammenhang haben wie 
sonst, und daher leicht zerfallen. Derartige Bakterienhiute erwiesen 
sich fiir die Impfung der Versuche als vorziiglich gecignet, da sie nach 
der Aufschwemmung in etwas Wasser, durch Schiitteln unter eventueller 
mechanischer Nachhilfe gut zerkleinert werden kénnen. Mit Hilfe 
dieses Verfahrens ist eine bequeme und reichliche Impfung der Ver- 
suche mit Bakterien médzlich und diese ist wiederum fiir die rasche 
Ausbildung der Bakterienhaute erforderlich. 

Fir die Herstellung der Impfkulturen und Erhaltung des Oxyda- 
tionsvermégens der Bakterien wurde folgendes Verfahren eingeschlagen. 
Die Bakterien wurden auf fliissigen Nahrbéden, die 0,5°/, Hefeextrakt 
enthielten, fortgeziichtet, und zwar abwechselnd auf Rohrzucker und 
Glycerin und dann fiir die Impfung der Versuche auf Ca-Gluconat; die 
Kulturfliissigkeiten enthielten meist n/30 Essigsiure. Durch diese ab- 
wechselnde Ziichtung auf verschiedenen C-Quellen kann das Oxydations- 
vermégen der Bakterien konstant erhalten werden; es scheint hierbei 
sogar noch eine Steigerung desselben stattzufinden. 

Als Versuchstemperatur wurde zumeist 27—28° gewihlt; bei 
dieser Temperatur findet das rascheste Wachstum der Bakterien und 
auch die intensivste Dioxyacetonbildung statt. Die obere Temperatur- 
grenze fiir das Wachstum des Bakterium liegt bei etwa 34—35°. 

Bei der Durehfiihrung der Versuche ist fiir médglichste Ruhe zu 
sorgen, da die Bakterienhiute durch starke Erschiitterungen untersirken 
und nicht mehr gut zu arbeiten vermégen; eine Erneuerung der Bak- 
terisnhiute tritt nur dann ein, wenn noch geniigende Glycerinmengen 
vorhanden sind. 


B. Vorversuche. 


Es wurde zuniichst eine Anzahl von Versuchen durchgefiihrt, 
durch die die giinstigsten Wachstumsbedingungen festgestellt, sowie 
verschiedene allgemeine Bedingungen fiir die Versuchsanordnung er- 
mittelt wurden. 

In Versuchsreihe I (Versuch 1—24) wurden Versuche zur Er- 
mnittlung der Wachstumsbedingungen durchgefiihrt. In Verwendung 
kamen je 10ecm Kulturfliissigkeit in 50 cem Erlenmeyerkolben, und 
zwar 0,5°/, Hefeextrakt, 0,5°/, Pepton oder 0,5°/, Liebigs Fleischextrakt 
als N-Queilen sowie Glucose bzw. Rohrzucker als C-Quellen. Temperatur 
34—385 bzw. 22—23°. 

Es zeigte sich, daB bei 35° noch geringes Wachstum stattfindet, 
und zwar kam es in den Versuchen mit Hefeextrakt zur Entwicklung 
einer diinnen Bakterienhaut, die aber bald unterzusinken begann. Bei 
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Zimmertemperatur bildeten sich bei Verwendung von Hefeextrakt, ins- 
besondere mit Rohrzucker, die stirksten Bakterienhiute, in den Versuchen 
mit Pepton und Fleischextrakt fand nur schlechtes oder kein Wachs- 
tum statt. Der gréBte Teil der Versuche war bereits am 5. Tage mit 
Aspergillus niger infiziert. 

In Versuchsreihe 2 (Versuch 25—30) wurde weiterhin das 
Wachstum der Bakterien bei Verwendung von 0,5°/, Hefeextrakt sowie 

°/, Glycerin, Glucose und Rohrzucker untersucht: Temperatur 27—28°. 

Es trat itiberall gute Entwicklung der Bakterienhiute ein, wiederum 
am besten bei Rohrzucker; auch hier trat alsbald Uberwucherung durch 
Aspergillus niger ein. 

Versuchsreihe 3 (Versuch 31—36). Die Kulturfliissigkeiten 
wurden hier einerseits doppelt sterilisiert, bei anderen Versuchen n 25- 
und n/50-Essigsiure zugesetzt. Verwendung von 5°, Glycerin mit 0,5 
Hefeextrakt; Temperatur 27—28°. 

Nur bei Verwendung von n 25-Essigséure wurde kein Versuch 
infiziert. Die Bakterienhiute entwickelten sich hierbei gut und bildeten 
eine einheitliche Oberfliche: das Wachstum war allerdings etwas 
schwacher als ohne Essigsiure oder bei geringerer Konzentration. 

Versuchsreihe 4 (Versuch 37—48). 300 ccm Erlenmeyerkolben, 


je 50 ccm Kulturfliissigkeit: 5°/, Glycerin, 6,5°, Hefeextrakt, n 25- (Ver- 


such 37—42) bzw. n/50- (Versuch 43—48) Essigsiiure, Temperatur 27—28°, 
Versuchsdauer 24 Tage.. Zwei V ersuche wurden durch Aspergillus niger 
infiziert; die Versuche 37—42, sowie 43—48 (mit Ausnahme der zwei 
infizierten) wurden jeweils vereinigt, nach dem Filtrieren und Aus- 
pressen der Bakterienhaute auf 300 bzw. 200 ccm aufgefillt und die 
Dioxyacetonbestimmungen durchgefiihrt. Die Versuche 37—42 enthielten 
beinahe 11,4 g Dioxyaceton, entsprechend einer Ausbeute von 76°» des 
Glycerins; die Versuche 43—48 enthielten 8,4 g 0, aa ent- 
sprechend einer Ausbeute von $4°,. Demnach ist die Ausbe bei 
Verwendung von n/50-Essigsiure ite, doch ebenfalls die Infektions- 
cefahr. 

In Versuchsreibe 5 (Versuch 49—54) wurden die Bakterienhaute 
der Versuche 88—42 auf eine analoge Kulturfliissigkeit wie zuvor ge- 
bracht; hierbei konnten sie jedoch nicht schwimmend erhalten werden. 


Dafiir entwickelten sich ziemlich rasch neve Bakterienhiute aus. doeh 
wurden wieder drei Versuche infiziert. Nach staelion Versuchsdauer 
wurde in den drei verbleibenden Versuchen eine Gesamtmenge von 


5,59 g Dioxyaceton  festgestellt. mania einer Ausbeute von 
74,6°/, 

In Versuchsreihe 7 wurde der zeitlichbe Verlauf der Diorxy- 
acetonbildung festgestellt; analoge Vennsliiiias werden noch mitzu- 
teilen sein. 


cs 
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C. Vergleichende Verwendung von Fettsiuren zur Verhinde- 
rung von Infektionen und Erzielung einer giinstigen p,,. 


In Versuchsreihe 8 (Versuch 81—108) wurde vergleichsweic« 






































die Wirkung von Butter-, Ameisen- und Essigsiiure festgestellt. Uber 
analoge Versuche wird noch berichtet werden. 
Tabelle II. 
a - 7 ' | Aciditiit Aciditiit 
10xyaceton 
Versuchs-| Siure . Pr’) (com n/10-] py (eem n/10- 
Versuchs- d an sane ~ NaOH) NaOH 
nummer Menge : “ 
| a ee | Glycerin | bei Versuchs- in der 
Tage Art |Konz. g | % abbruch urspr. Lésung 
317/318 15 n/20] 3,575, 71,5 | 4,8 10,56 [42 52,8 
319/320 20 n/20] 3,575) 71,5 | 4,3, 10,56 | 4,2 52,8 
| 
321/322 15 Z n/30] 3,785 75,7 40, 10,56 | 4,8 87,3 
323/824 20 = n/30] 4,145; 82,9 4,0 12,48 | 4,8 87,3 
on 
325/326 15 ‘2 n/40] 4,1 | 82 4,2 11,52 | 4,3) 288 
327/328 20 Al n/40] 4,115 82,38 | 40 12,48 14,3) 28,8 
329/330 15 n/50} 4,21 84,2 141 1056 | 4,4, 21,1 
331/332 20 n/50] 4,215 84,3 4,1 11,5 4,4; 21,1 
333/334 15 n/2ol — ~ 3,4, 566 | 3,4) 55,7 
335/336 20 _  n/20} — — 3,4 57,6 3,4) 55,7 
837/338 15 3 in30] — — | 3,6! 30,72 13,6! 39,3 
339/340 20 a n'30] — _ 8,6 40,3 3,6 39,3 
® | 
341/342 15 ‘S n/40] 1,785 85,7 | 4,8, 6,7 8,8 32,6 
343/344 20 | 2 n/401 3,63 726 14,2 7,65 | 3,8 32,6 
345/846 15 n/50} 2,7 55,8 14,4 11,52 | 4,0 25,9 
347/348 | 20 n/s0} 4,32 864 [44 115 | 40. 25,9 














In den Versuchsreihen 9 und 10 wurde die Wirkung von 
Essig- und Ameisensiiure in n/20-, n/30-, n/40- und n/50-Lésung fest- 
gestellt, in Versuchsreihe 11 ebenso Buttersiure in n/50-, n/75-, 


n/100- und n/125-Lésung. Bei 9 und 10 je 2 Versuche, bei 11 keiner 
infiziert. Temperatur 26—27° C. Wegen Raummangel werden die Er- 
gebnisse nur in Form von Kurven wiedergegeben (Fig. 1—3). 


') Die p;;-Messungen erfolgten bier wie in allen anderen Versuchen 
nach der Indicatorenmethode von Michaelis. 








—_—— 
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le- In der spiiter durchgefiihrten Versuchsreihe 14 (Versuch 317 
bis 380) wurden Ameisen- und Essigsiiure in den gleichen Konzen- 
7” trationen wie oben, sowie Propion und Buttersiiure in n/75- bis n/150- 
oa Lésung verwendet und zugleich die Anderung der py und Aciditit 
beriicksichtigt. Diese Versuche waren mit Bakterienmaterial geimpft, das 
unter Verwendung von Ca-Gluconat zur Entwicklung kam (Tab. II u. III). 
. Tabelle III. 
ica) ——_—_—_—_—_— — — - 
9/10. Aciditit Aciditit 
Dioxyaceton P ; 0 
OH Versuchs-| Siure Par KO EOE Pig KOSS 
— Versuchs- a —— NaOH) NaQH 
dauer yom wie Tien Seances 
re nummer Menge 
sung —_ Glycerin | bei Versuchs- in der 
eas Tage |Art|Konz) g A abbruch urspr. Lésung 
8 | - 
8 349/350 15 n/75 | 3,47 | 69,4 14,4 18,4 46 15,3 
351/362 20 » [a/75 | 3,525) 70,5 [44 13,4 46 15,3 
3 Ps 
3 353/354 15 =| & {n/ioo] 3,425! 685 [4,5 10,56 | 4,6 13,4 
m2 | 
| 355/356 20 & (n/100] 3,99 | 79,8 [4,5 12,48 | 4,6) 13,4 
8 3 
sn 357/358) 15 2 (n/125| 3,55 | 71 46 10,56 | 4,7) 11,5 
9 , é om ¢ i 
359/360 20 n/125] 4,15 | 88 4,5 13,4 4,7, 11,5 
l | 
‘ 361/362 15 n/150] 3,45 | 69 46 96 4,8 8,6 
? 
363 364 20 n/150! 3,45 | 69 4,5 12,48 | 4,8 8,6 
| 
ind 
~ 365/366 15 n/75 | 3,09 | 61,8 [4,3 15,3 45 16.4 
’ 
367/268 20 n/75 | 2,965| 59,3 14,3 20,16 14,5 16,4 
Ps] 2 | 
. 369/370 15 5 [n/100] 2,79 | 55,8 14,65 1248 14.6 12,5 
371/372 20 2 (n/100] 3,45 | 69 45 86 |46 125 
6 } 
6 373/374 15 B(n/125] 3,845/ 769 14,3 153 14,7 10,5 
| 375/376 20 © |n/125] 4,725| 94,5 74,2 18,9 4,7. 10,5 
g i 
js 877/878 15 n/150] 2,685! 52,7 14,7 77 ‘|4s8' 86 
| 379 380 20 n/150] 2,905 58,1 {4,8 9.6 4,8 8.6 
i 
. Ergebnisse der Versuchsreihen 8—I1 und 14. 
2 Im allgemeinen erwiesen sich alle verwendeten Siuren in 
a bestimmten Konzentrationen fiir die Fernhaltung von Infek- 
tionen und die Durchfiihrung der Versuche als geeignet, je- 
" doch zeigten sich sehr starke spezifische Verschiedenheiten, 
die im einzelnen besprochen werden sollen. 
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Ameisensaure wirkte nicht sehr stark infektionshemmend; 
die in n/100-Lésung durchgeftihrten Versuche waren alle infi- 
ziert (101—104). Hinsichtlich der Wirkung auf die Dioxy- 
acetonbildung la8t sich eine starke Hemmung feststellen, inso- 
fern, als der ProzeB z. B. im Vergleich zu Essigsiure bedeu- 
tend langsamer verliuft; das Optimum der Dioxyacetonanhiu- 
fung wird demnach erst viel spater erreicht. Dies ist mit 
groBer Klarheit beim Vergleich der Fig. 1 und 2 ersichtlich. 
n/20- und n/30-Ameisensiure wirkte in Versuchsreihe 14 voll- 
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Fig. 1. Essigsdure. 


kommen wachstumshemmend, dagegen in einer anderen Ver- 
suchsreihe (10) nicht wesentlich schwiicher als in n/40-Lésung. 
Wodurch diese Divergenz zu erkliren ist, ist aus der Ver- 
suchsanordnung nicht erklarlich. 

Hinsichtlich der p,, wurde festgestellt, daB die mittels 
Ameisensaure erhaltenen p,,-Werte viel héher sind als bei Ver- 
wendung von KHssigsiiure; die Titrationsaciditit stimmt an- 
nihernd iiberein. Ks findet wihrend der Versuche eine starke 
Anderung der p,, gegen das neutrale Gebiet zu statt (von 3,8 
bis 4,2 in den Versuchen 343/344) und gleichfalls eine starke 
Abnahme der Titrationsaciditaét (von 32,6 auf 7,65ccm). Die 
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Werte fiir beide sind dann anndhernd analog den fir Essig- 
siure ermittelten. Daraus gewinnt man den Eindruck, als ob 
durch die Tatigkeit der Organismen die p,, sowie Aciditaét in 
einer fiir deren Wachstum sowie fiir den ProzeB der Dioxy- 
acetonbildung giinstigen Weise geregelt wird. Es wire leicht 
méglich, daB die Ameisensiure selbst hierbei oxydiert wird. 
Wie die Verhaltnisse bei Verwendung von Puffern liegen, geht 
aus den Untersuchungen von Virtanen und Barlund leider 
nicht hervor. 
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Fig. 2. Ameisensdure. 


Essigsiiure wirkte in jeder Beziehung am einheitlichsten 
von allen verwendeten Sauren. Die infektionshemmende Wir- 
kung ist der der Ameisensiure etwa analog. Die Dioxyaceton- 
bildung wird durch die Anwesenheit von Essigsiiure in gewissen 
Konzentrationen anscheinend nicht gehemmt. Es erfolgt rascher 
Anstieg bis zum 10. Tage; das Optimum ist nach etwa 15 Tagen 
unter den gewihlten Versuchsbedingungen bereits erreicht ‘vgl. 
Fig. 1). Essigsiiure wirkte erst in etwa n 20-Lésung etwas 
hemmend auf die Dioxyacetonbildung. Bei langerer Versuchs- 
dauer trat Ausgleich dieser Unterschiede ein. 

Die mittels Essigsiiure in der urspriinglichen Kulturtliissig- 
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keit erzielten p,,- Werte waren fast gleich (4,2—4,4), zum Unter- 
schied von den Aciditiétswerten (21,1—52,8ccm n/10-Siure). 
Withrend der Versuchsdurchfihrung inderten sich die p,- 
Werte nicht sehr wesentlich (4,0—4,3); jedenfalls sind dabei 
einige Schwankungen vorhanden, so daf keine weiteren SchluB- 
folgerungen daraus gezogen werden kénnen. Die Titrations- 
acidititen nahmen iiberall stark ab, und zwar stets bis zu 
einem einheitlichen Wert (10,5—12,5 ccm). Die zugesetzte 
Essigsdure wird hierbei anscheinend verbraucht. Im Zusammen- 
hang mit diesen Feststellungen diirfte wohl auch stehen, daB 
hinsichtlich der Dioxyacetonbildung ein allmihlicher Ausgleich 
stattfindet, bei dem die urspriinglich verschiedene Wirkung 
der Aciditit verschwindet. 

Propionsadure gab zu auffallend starken Schwankungen 
AnlaB, so daB sich keinerlei GesetzmiBigkeiten ableiten lassen. 
In den meisten Versuchen fand eine ziemlich starke Hemmung 
statt, dagegen wurde in den Versuchen 375 und 376 die auf- 
fallend hohe Ausbeute von 94,5°/, an Dioxyaceton erzielt. 

Bei Verwendung von Propionsiure waren auch hinsicht- 
lich der p, und Aciditét die Schwankungen viel stirker als 
bei den anderen Siuren. Hs trat hier vielfach eine bedeu- 
tende Erhéhung der Aciditaét ein, insbesondere in den Ver- 
suchen 375 und 376 stieg die Aciditit ziemlich stark (von 
10,5 auf 18,9ccm) und in Zusammenhang damit sank auch 
die p, recht betrachtlich (von 4,7 auf 4,2). Ob die hohe 
Dioxyacetonausbeute in diesen Versuchen mit den erwihnten 
Beobachtungen in Zusammenhang steht, ist jedoch nicht er- 
wiesen. 

Buttersiure gab zunichst bis zum 10. Tag eine geringe 
Hemmung und dann erst einen weiteren Anstieg der Dioxy- 
acetonmenge bis zum 20. Tag (Fig. 3). Héhere Konzentrationen 
als n/50 scheinen schon stark hemmend zu wirken, wie aus 
der Versuchsreihe 8 hervorgeht. Auch gleichartige, aber zu 
verschiedenen Zeiten durchgefiihrte Versuchsreihen verliefen 
bei Verwendung von Buttersiiure nicht immer analog; so zeigte 
sich beispielsweise in Versuchsreihe 12 eine sehr starke Hem- 
mung, besonders bei kiirzerer Versuchsdauer. Erst am 20. und 


” | 

















Oxydationen mittels Bacterium xylinum. 117 


am 25,'l'ag war dort die Hemmung iiberwunden und eine nor- 
male Ausbeute von etwa 80°/, erzielt. 

Hinsichtlich der p,, und Aciditat zeigt sich hier ein recht 
einheitliches Verhalten. Wiahrend die urspriingliche p,, 4,4—4,8 
war, ergaben sich nach Durchfiihrung der Versuche die p,,- 
Werte 4,4—4,6. Die Titrationsaciditat wurde ziemlich aus- 
geglichen (8,6—15,3 ccm vor, 9,6—13,4 ccm nach Durchfiihrung 
der Versuche). 

Zusammenfassung. Von den vier zur Untersuchung 
herangezogenen Siuren lieferte die Essigsiure in un 30- bis 
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Fig. 3. Buttersaure. 


n/50-Lésung die giinstigsten Resultate; und zwar waren hierbei 
die Versuchsergebnisse fast durchwegs vollig klar, die hemmende 
Wirkung der Essigsiure in den erwihnten Konzentrationen 
auf die Dioxyacetonbildung gering und jedenfalls stets einheit- 
lich, so daB keine solche Schwankungen auftraten wie bei 
Verwendung der anderen Siuren, insbesondere der Propion- 
und Buttersiure. 

In den erwiihnten Konzentrationen wirkt die Essigsiure 
fast vollig infektionshemmend; nur in ganz wenigen Fallen 
trat in den Versuchen Infektion durch Asp. niger ein. 
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Das p,-Optimum der Dioxyacetonbildung liegt zwischen 
4 und 4,8. Da die verwendeten Kulturfliissigkeiten nicht ge- 
puffert waren, schwankten die p,-Werte wahrend der Versuche 
innerhalb gewisser Grenzen. 


D. Ermittlung der ginstigsten Versuchsbedingungen. 


1. Der EinfluB der Schichthéhe und Oberflichen- 
ausdehnung. 
In der friiher durchgefiihrten Versuchsreihe 12 (Versuch 205 
bis 244) wurde unter Verwendung von n/125-Buttersiure die Dioxy- 


Tabelle IV. 


(Zu Versuchsreihe 13a.) 











| 











= m P= 8 i 2 Dioxyaceton 

“eo! 3 29d] o 
Versuchs- |Kolben- a gs] 4 Sa) e 8 — Pu 
nummer | groBe | 3 &] 3 5G] 5 t|Menge vom (4,4)%) 

fe om |o8|7 in Glycerin | °’ 

eem |cem | em | qem |Tage] $ = “/o 

245/246 8 11,35 27 4,9 
247/248 i2 | 2,825 56,5 | 4,4 
249/250 | 100 50 | 2,3 123,75) 16 | 395 | 79 4,2 
251/252 20 | 1,91 76,5 | 4,5 
253/254 8 | 225 | 45 4,8 
255/256 12 | 322 64,5 4,5 
257/258 | 700 mo 7 te err) mT as 86 4,4 
259/260 20 8355 | 1 4,3 
261/262 gs | 325 | 65 4,6 
263/264 12 |] 288 575 | 4,6 
g65j266 | 999 | 50 | 12 756,74) 36 | 395 | 79 4,3 
267/268 20 | 3,98 79,5 | 4,0 
269/270 s | 3,1 62 4,7 
271/272 ; | 12 | 4,22 | 94,5 | 44 
a73ja74 | 2008 | 50 | 9,9 77854) 16 | 385 | 77 4,4 
275/276 20 | 2,06 825 | 4,0 
277/278 s | 382 | 66,5 | 4,5 
279/280 | eal so | oe losos| 22 | 4% | 89 4,0 
281/282 , y on 16 | 382 765 | 4,4 
283/284 20 | 388 | 77,5 | 4,0 


























1) Bei Versuchsbeginn. 7”) Erlenmeyerkolben mit sehr breitem Boden. 
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Tabelle V. 


(Zu Versuchsreihe 13b.) 








Versuchs- 
nummer 


285/286 


287/288 
289/290 


291/292 


293/294 
295/296 
297/298 


299/300 


801/302 
303/304 
805/306 


307/308 


309/310 
311/312 
313/314 


315/316 


acetonbildung in verschiedener Hoéhe der Fliissigkeitsschicht untersucht. 
Der Einflu8 derselben auf den Oxydationsproze8 war sehr deutlich, doch 
werden analoge Versuche noch mitzuteilen sein. 
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In Versuchsreihe 13 wurden weitere Versuche unter Verwendung 
von n/30-Essigsiiure durchgefiihrt. Die Versuchsanordnung geht aus den 
Tab. [TV und V_ hervor. 

Die Ergebnisse der Versuchsreihe 13 sind am besten 
aus den Figg. 4 und 5 ersichtlich. Es geht daraus hervor, 
daB die rascheste und zugleich gréBte Dioxyacetonbildung bei 
der geringsten Schichthéhe und zugleich starkste Oberfliichen- 
ausdehnung erfolgt; doch tritt hierbei auch am frithesten der 
Verbrauch desselben ein. Wahrend bei Verwendung von 
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Fig. 4. 


500 cem-Kolben das Optimum der Dioxyacetonanhiufung bereits 
am 12. Tag erreicht wurde, war dies bei Verwendung von 200 
und 100ccm-Kolben erst am 16. Tag der Fall; zugleich lag 
in diesem Falle der Durchschnitt der Optima etwas niedriger. 
Zur Vermeidung von Unklarheiten sind in der Fig. 4 die bei 
Verwendung von 300ccm-Erlenmeyerkolben gewonnenen Ana- 
lysenwerte weggelassen. 

Sehr klar sind die in 500cem-Kolben mit verschiedenen 
Fliissigkeitsmengen gewonnenen Resultate, wie die Fig. 5 zeigt. 
Bei Verwendung von 50ccm Fliissigkeit wurde das Optimum 
der Dioxyacetonbildung bereits nach 12 Tagen erreicht, bei 
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100 ccm nach 16 Tagen, bei 150 ccm nach 20 Tagen, bei 200ccm 
nach 24 ‘Tagen; zugleich ist charakteristisch, daB das Optimum 
in immer flacherer Kurve erreicht wird, je gréBer die verwen- 
dete Fliissigkeitsmenge ist und daB auch die Abnahme des 
Dioxyacetons in analoger Weise verlauft. Infolge der Form 
der Krlenmeyerkolben ist die Beziehung der gebildeten Dioxy- 
acetonmenge zur Schichthohe nicht mit volliger Genauigkeit 
zu ermitteln, da zugleich die Oberflichenausdehnung variiert; 
insbesondere bei Verwendung von 250 ccm Fliissigkeit ist bereits 
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ein sehr groBer Unterschied gegeniiber einer Menge von 200 ccm 
vorhanden; es wurde hierbei das Optimum der Dioxyaceton- 
bildung auch gar nicht erreicht. Das prinzipielle Verhalten 
konnte jedoch mit vélliger Klarheit ermittelt werden. 
Hinsichtlich der Okonomie der Dioxyacetonbildung la8t 
sich sagen, daB unter den gewiihlten Versuchsbedingungen die 
Verwendung von 200ccm Fliissigkeit bedeutend giinstiger ist 
als 100ccm, da die gleiche absolute Menge an Dioxyaceton 
in dem ersten Falle bereits nach 20—2+ Tagen erzielt wird, 
im zweiten Falle erst nach etwa 32 Tagen, und zwar in zwei 


Ansiitzen. 
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2. Bedeutung der Glycerinkonzentration. 


In Versuchsreihe 6 wurde die Dioxyacetonbildung aus 5 und 
10°/, iger Glycerinlésung verglichen; es kamen dabei 300 ccm Erlen- 
meyerkolben mit 100 bzw. 50ecm Nihrlésung (also gleiche Glycerin- 
mengen) in Verwendung. ‘Temperatur 25—26°. 


Tabelle VI. 








Glycerin- Dioxyaceton Aciditiit 

Versuchs-] konzen- |Versuchs- ‘Menge | vom ecm NaOH Pi 

nummer | tration | dauer in Glycerin n/10) 

‘. Tage g "ls ecm 
429 ; 5,05 84,1 14,4 4,0 
430 = 4,62 17 14,4 4,0 
431 6,00 100,00 | 15,3 4,0 
432 ” 5,92 98,7 16,4 4,0 
433 5,84 96,6 19,2 4,0 
434 ” 584 | 96,6 18,2 4,0 
435 a 5,10 63,8 15,3 4,0 
436 . 4,62 57,8 15,3 4,0 
437 6,40 80 18,2 4,0 
438 ? ai 6,85 85,4 18,2 4,0 
439 7,04 88 28,8 3.8 
440 ” 5,55 «6| «(69,8 19,2 4,0 
441 ; 3,30 33 15,3 4,0 
442 - 3,19 31,9 14,4 4,0 
443 5,07 50,7 22.1 4,0 
444 i9 a 4538 | 45,8 17,3 4,0 
445 20 5,719 | 57,9 28,8 3,7 
446 30 6,02 60,2 28,8 3.8 
447 268 223 15,3 4,2 
448 - 191 | 15 11,2 44 
449 5,32 44,3 17,3 4,0 
450 ” oe 457 | 38,1 19,2 4,0 
451 20 49 40,8 24,0 3,8 
452 30 5,18 42.7 25,0 3.9 

















Ks zeigte sich, daB unabhingig von der Glycerinkonzen- 
tration aus gleichen Mengen Glycerin in gleichen Zeiten auch 
annihernd gleiche Mengen Dioxyaceton gebildet wurden (am 
20. Tag tiber 85 °/,), trotzdem in 10°/,iger Glycerinlésung be- 
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deutend diinnere Bakterienhaute zur Ausbildung kamen. Die 
geringere Schichthéhe diirfte jedoch hierbei von giinstigem Ein- 
fluB gewesen sein. 

Versuchsreihe 16 (Versuch 429—452). Die Versuche wurden 
unter Verwendung von n/30-Essigsiiure mit 6, 8, 10 und 12° igen 
Glycerinlésungen durchgefiihrt. Es kamen dabei stets 100 cem Fliissig- 
keit in 500 ccm-Erlenmeyerkolben mit breitem Boden in Verwendung 
(Tab. VI). 

Aus der Tabelle geht mit groBer Klarheit die Bedeutung 
der Glycerinkonzentration fiir die Dioxyacetonbildung hervor. 
In 10 und 12°/, igen Lésungen ist das Wachstum der Bak- 
terien bereits stark gehemmt und daher auch die Dioxyaceton- 
ausbeute wesentlich geringer als bei tieferen Konzentrationen. 

Bemerkenswert ist, daB auch nach langerer Versuchsdauer 
nicht die optimale Ausbeute an Dioxyaceton erzielt werden 
kann. Der urspriingliche hemmende Einflu8 héherer Glycerin- 
konzentrationen wirkt sich daher auch spater noch aus. In 
6°/,iger Lésung wurde am 16. Tag eine fast 100° ,ige Aus- 
beute an Dioxyaceton erzielt; in 8° ,iger Lésung am 20. Tage 
die optimale Ausbeute von etwa 88°, (Versuch 440 fallt stark 
aus der Reihe heraus, wie es bei biochemischen Versuchen ja 
vielfach vorkommt, und wurde daher nicht beriicksichtigt\. 


3. Der Einflu8 des Impfmaterials aut die Dioxy- 
acetonbildung. 


Versuchsreihe 15 (Versuch 381—42$). Es sollte hier festgestellt 
werden, ob die Bakterienentwicklung, sowie der ProzeB der Dioryaceton- 
bildung durch die Art des verwendeten Impfmaterials beeinfluSt wird. 
Hierbei wurde in der Weise vorgegangen, dab die Bakterien in kurzen 
Réhrehen mit je 3ccm Nibrlésung zur Entwicklung gebracht 9 Tage 
bei 26—27°) und die Versuchstliissigkeiten (je 50 ccm mit n 30 - Essig- 
siiure in 100 cem-Erlenmeyerkolben) mit je einer Bakterienhaut geimpft 
wurden.') Es sollte insbesondere untersucht werden, ob in den ersten 
Stadien der Entwicklung ein Unterschied bemerkbar ist; zugleich wurde 
eine gréBere Schichthéhe als sonst verwendet, um eventuelle, durch die 
Verteilung der Bakterien in den Fliissigkeiten bedingte Untersehiede 
deutlicher zum Ausdruck kommen zu lassen. 





. 
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1) Die Nihrlésungen zur Entwicklung des Impfmaterials bestanden 
aus 0,5°, Hefeextrakt und jeweils 5°, Glycerin, Rohrzucker oder Ca- 
Gluconat, sowie n 30-Essigsiure oder n 150-Buttersdure. 
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Es zeigte sich jedoch kein wesentlicher Hinflu8 der Art 
des Impfmaterials auf die Dioxyacetonbildung; die Verwendung 
von Bakterienmaterial, das auf Ca-Gluconatlésungen zur Ent- 
wicklung kam, bietet demnach nur bei dem Ansetzen der Ver- 
suche Vorteile, da sich die betreffenden Bakterienhaute leicht 
zerkleinern und daher gut zur Impfung verwenden lassen. 


Zusammenfassung. 


1. Unter Verwendung eines bestimmten bakteriums, das 
dem B. xylinum nahesteht, wurde festgestellt, daB die Um- 
wandlung von Glycerin in Dioxyaceton unter Einhaltung be- 
stimmter Versuchsbedingungen quantitativ verliuft. 

2. Beim Arbeiten neben Versuchen mit Aspergillus niger 
verhinderte der Zusatz von n/30 bis n/5U0-Essigséure die In- 
fektion am besten. AufSerdem wurde der spezifische EinfluB 
von Ameisen-, Propion- und Buttersiure unter Beriicksichti- 
gung der p,, und Aciditat festgestellt. 

3. Der Oxydationsvorgang verliuft in geringen Schicht- 
héhen (etwa 1—2cm) bedeutend rascher und quantitativer als 
bei gréBeren. 

4, Glycerinkonzentrationen von 6—S§ °/ 


» erwiesen sich fiir 


die in bestimmten Zeiten gebildeten Dioxyacetonmengen am 
giinstigsten. 

5. Die Bestimmung der gebildeten Dioxyacetonmenge er- 
folgte auf Grund des Reduktionsvermégens; es wurde eine 
eigene T'abelle fiir die Reduktionskraft des dimolekularen Dioxy- 
acetons ermittelt. 
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Uber das Co-Ferment der Glykolyse aus Tumoren. 


_ 
Je 


Heinrich Kraut und Erwin Bumm. 


Aus dem chemischen Laboratorium der Bayer. Akademie der Wissenschaften in Mi 
‘Der Redaktion zugegangen am °. Mai 192- 


I. Allgemeiner Teil. 


> 


Der Stoffwechse] der Tumoren hat durch die Unter- 
suchungen von QO. Warburg und Mitarbeitern Aufklarung 
gefunden. Er ist gegeniiber dem des normalen Gewebes 
ausgezeichnet durch sehr gesteigerte Glykolyse | 
oder verminderter Atmung, sc daB das ganna unter 
anaeroben und aeroben Bedingungen groBbe Menge 
sure produziert. Uber den enzymatischen praca ‘= dem 
Tumorstofiwechsel zugrunde liegt, ist noch wenig gearbeitet 
worden, und es ist bisher nicht bekannt, aut welchen Teil- 
vorgang des komplizierten glykolytischen Prozesses die ver- 
mehrte Milchsaurebildung der Tumoren zuritckzuftihren ist. 

Die vorliegende Untersuchung beschaftigt sich mit der 
Bestimmung und Isolierung des Co- 
aus Carcinomen und Sarcomen. N. Waterman ist es ge- 
lungen?), durch Zusatz von Extrakten aus Krebsgewebe, die 
selbst keine glykolytische Wirksamkeit besaBen, die Glykolyse 
der isolierten Niere etwas zu steigern. Nach dem heutigen 
Stand der Kenntnisse wird man diese Steigerung einem Gehalt 
der Carcinome an Co-Ferment zuschreiben. Ein Jahr spater 
haben H.v. Euler und K. Myrback*) durch Versuche tber 


N. Waterman, Arch. Neerl. de Physiol. 
Brit. Journ. of Exper. Path. Bd. 6, 8. 300 (1925) 
2) H. v. Euler u. K. Myrback, Piligers Arch. Bd. 210, 3. 521 
(1925). 
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Hefegiirung vermehrten Gehalt an Co-Zymase in Carcinomen 
gefunden. Von dem Angriffspunkt der Co-Zymase ist indessen 
die als MaB der Glykolyse dienende Bildung der Kohlensaure 
in der Hefe durch eine gréBere Anzahl enzymatischer Teil- 
prozesse getrennt, als die Milchsaiurebildung im _tierischen 
Gewebe. Auch wenn man die Identitit von Co-Ferment der 
Glykolyse und von Co-Zymase annimmt, erscheint es doch 
zweckmibiger, das tierische Gewebe als Testobjekt fiir das 
Co-Ferment zu verwenden. N. Waterman hat versucht, 
diesen Weg zu beschreiten, und als besonders geeignetes 
Gewebe Rattennieren ermittelt. Nur ist seine Bestimmungs- 
methode, nimlich die Titration der gebildeten Milchsiiure mit 
n/200-Salzsiure zu unsicher, um mehr als eine qualitative 
Feststellung des Co-Ferments in Carcinomextrakten zu gestatten. 
Darauf ist es wohl auch zuriickzufiihren, daB er eine chemische 
Bearbeitung dieses Problems zurzeit fiir unméglich erklirte. 
Wir verwenden als MaB der Glykolyse die Bestimmung 
der gebildeten Milchséure nach der von O. Warburg}) aus- 
gearbeiteten manometrischen Methode, als Testobjekt im An- 
schluB an Waterman gewaschene Schnitte von Rattennieren. 
Fiir unsere Versuche geniigt das einfache Verfahren der an- 
aeroben Glykolyse. 
Die anaerobe Glykolyse von mehrfach gewaschenen Nieren- 
schnitten ist gering. Unter den Bedingungen des Warburg- 
‘ schen Ansatzes bilden 5 mg frischer Niere (= 1 mg Trocken- | 
substanz) bei 38° pro Stunde maximal 0,0017 mg Milchsiure 
aus glucosehaltiger Ringerlésung. Aus frischen Carcinomen 
und Sarkomen stellten wir Extrakte her durch Verreiben mit 
Quarzsand und Versetzen mit der 5—10fachen Menge Wasser. 
Sie wurden im allgemeinen nach 2stiindigem Stehen im Kis- 
schrank abzentrifugiert und die triibe Loésung klar filtriert. 
Sie bilden in glucosehaltiger Ringerlésung gar keine Saure. 
Versetzt man aber gewaschene Nierenschnitte mit diesen 
Hxtrakten, so beginnen sie lebhaft zu glykolysieren. In einer 


Stunde erhielten wir z. B. 0.0314 —~® eae durch Zu- 
: y mg Trockengew. 











1) Biochem, Zs. Bd. 142, 8. 317 und 344 (1928). 
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satz eines Extraktes aus 20 mg eines Rattensarkoms. Das 
bedeutet eine Steigerung der Glykolyse auf das 18 fache. 
Ahnliche Werte haben wir mit menschlichen und tierischen 
Carcinomen erhalten. Stellt man aber nach demselben Ver- 
fahren aus 20 mg frischem Nierengewebe einer Ratte einen 
Extrakt dar, so steigert er die Glykolyse des gewaschenen 
Nierenschnitts nur auf 0,0146 mg, also auf das Sfache. Da 
die Extrakte selbst nicht glykolysieren, enthalten sie kein 
glykolytisches Ferment, wenigstens kein aktives. Extrakte aus 
Nieren- und aus Krebsgewebe unterscheiden sich danach durch 
den gesteigerten Gehalt der letzteren an Co-Ferment der 
Glykolyse. Dieses Ergebnis ist trotz der bekannten GréBe 
der Glykolyse in Tumoren nicht selbstverstiindlich. Denn es 
ist nicht bekannt, wie weit der Gehalt an Co-Ferment einen 
begrenzenden Faktor fiir die Glykolyse von Geweben darstellt. 

Ks ist zur Untersuchung dieser Verhiltnisse notwendig, 
das Verfahren der Extraktgewinnung zu verbessern, um mdg- 
lichst viel des Co-Ferments aus den Tumoren zu erhalten 
und auBerdem, die Extrakte zu reinigen, um das Co-Ferment 
von stérenden Begleitstoffen zu befreien und seine Wirksam- 
keit voll ausniitzen zu kénnen. 

Extrakte aus zerkleinerten ‘Tumoren verlieren  rasch, 
spitestens im Lauf weniger Tage ihre Wirkung auf die 
Gzlykolyse, sei es durch enzymatische Zerstérung des Co- 
| Ferments im Verlauf der Autolyse oder infolge bakterieller 
Zersetzung. Es ist besser, nicht die frischen Tumoren zu 
extrahieren, sondern sie zuvor durch Behandlung mit Aceton 
und Ather in haltbare Trockenpriiparate zu verwandeln. Aus 
diesen erhalt man die wirksamsten Lésungen durch 2stiindige 
Extraktion mit sehr verdiinntem Ammoniak. Extrahiert man 
linger, so gehen aus dem Tumor Stoffe in Lésung, die die 
Glykolyse hemmen, so daB die Wirksamkeit der Extrakte sinkt. 
Kinmalige Extraktion erschépft nicht den Gehalt des Tumors 
an Co-Ferment; die Wiederholung liefert eine fast ebenso 
wirksame Liésung und erst die dritte Extraktion zeigt viel 
schwichere Wirkung. Man kann daher annehmen, daB der 
getrocknete Tumor mindestens doppelt soviel Co-Ferment ent- 
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halt, als bei der ersten Extraktion in Lésung geht. Die 
ammoniakalischen Ausziige liefern beim Versetzen mit Alkohol 
einen weiBen flockigen Niederschlag, der die gesamte Wirkung 
der Extrakte enthalt, aber nur '/, ihres Trockengewichts. 

Aus den Lésungen des Alkoholniederschlages laBt sich 
das Co-Ferment an Kaolin und Tonerde adsorbieren. Der 
Verlauf der Adsorption ist in hohem Mae von der Konzen- 
tration abhangig, aus der sie unternommen wird. Aus ver- 
diinnten Lésungen adsorbiert Kaolin sehr wenig, Aluminium- 
hydroxyd sehr viel Co-Ferment, wihrend aus konzentrierten 
Lésungen von Kaolin reichlich, aber sogar von viel Tonerde 
anscheinend kein Co-Ferment aufgenommen wird. Fiir die 
praparative Reinigung ist am geeignetsten die Behandlung mit 
gealtertem Ortho-aluminiumhydroxyd in sehr konzentrierter 
Lésung. Sie entfernt so viel von den Begleitstoffen, daB zur 
Erzielung derselben Glykolyse in Nierenschnitten nur noch der 
125. Teil des Trockengewichts nétig ist wie von dem mit 
Aceton und Ather getrockneten Pulver. 

Zur Auswahl und zur Kontrolle der Extraktions- und 
Reinigungsverfahren war es notwendig, ein Maf fiir das Co- 
Ferment der Glykolyse zu ermitteln. Wenn man Schnitten 
derselben Niere, die sich in glucosehaltiger Ringerlésung be- 
finden, steigende Mengen von Co-Fermentlésung zusetzt, so 
steigt innerhalb einer bestimmten Grenze die Milchsiurebildung 
proportional der zugesetzten Menge, nach unseren Beobach- 
tungen meist bis zur Bildung von 0,04 mg pro mg Trocken- 
gewicht und Stunde, manchmal noch dariiber hinaus. Auf 
dieses Gebiet folgt ein anderes, in dem steigende Co-Ferment- 
mengen keine Vermehrung der Glykolyse mehr hervorrufen. 
Man kann annehmen, daf von da ab die glykolytische Leistung 
bei Uberschu8 an Co-Ferment durch einen anderen Faktor, 
vielleicht durch den Gehalt an Phosphat oder an glykolytischem 
Ferment begrenzt wird. Da die normale Glykolyse der Niere, 
gemessen an Oberflichlich abgespiilten Schnitten, nur 0,0080 mg 
Milchsiiure lieferte, ist fiir sie der Gehalt an Co-Ferment be- 
grenzender Faktor. Unser Material ist noch zu klein, um eine 
obere Grenze fiir die Leistungsfihigkeit der Niere bei Gegen- 
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wart von tiberschiissigem Co-Ferment anzugeben. Der gréBte 
bisher von uns beobachtete Wert war ein Milchsaiurequotient 
von 0,096, d.i. §0°/, der durchschnittlichen Milchsaurebildung 
im Tumorgewebe. Er l&Bt sich sicher noch iibertreffen, so daB 
man annehmen kann, der normale glykolytische Apparat der 
Niere reiche in manchen Fallen aus, um einen den Tumoren 
entsprechenden Umsatz zu verwirklichen, mit alleiniger Aus- 
nahme des Gehaltes an Co-Ferment. 

Um den Gehalt von Carcinomgewebe an Co-Ferment zu 
schitzen, haben wir nach demselben Verfahren Trockenpraparate 
aus Carcinomen, Niere und Leber hergestellt und mit ver- 
diinntem Ammoniak extrahiert. Bei gleicher Menge an- 
gewandten Trockenpulvers waren die Extrakte aus Carcinomen 
doppelt so wirksam wie die aus Niere und 5mal starker als 
solche aus Leber. Indessen enthiillen diese Versuche nur eine 
untere Grenze des Co-Fermentgehaltes. Bei der Reinigung 
des Co-Ferments aus Carcinomen haben wir namlich groBe 
Zunahmen an Wirksamkeit beobachtet, die sich nur durch die 
Abtrennung eines Hemmungskiérpers der Glykolyse erkliren 
lassen. Bei der Alkoholfallung der Extrakte erhielten wir 
stets 100 und bis zu 140°, Ausbeute an Wirksamkeit. Der 
Alkoholniederschlag enthalt aber sicher noch viel Hemmungs- 
kérper. Beim Versuch, die maximale Leistung einer Niere 
durch steigende Mengen des Alkoholniederschlages zu _be- 
stimmen, sank vom Maximum ab durch Zusatz der doppelten 
Menge die Leistung um mehr als die Halfte. Man kann daraus 
schlieBen, da8 der Hemmungskérper der Glykolyse nicht durch 
Bindung des Co-Ferments wirkt. Zu seiner Entfernung ist 
die Tonerdeadsorption geeignet, er wird auch aus konzentrierter 
Lésung leicht adsorbiert. Wirksamkeitsausbeuten von 200 
bis 250°, in der Restlésung der Tonerdeadsorption sind die 
Regel. Ob der von uns beobachtete mit dem bekannten 
Hemmungskérper der Co-Zymase identisch ist, ist noch un- 
sicher. In unseren Lésungen unterscheidet er sich dadurch, 
daB er nicht rascher als das Co-Ferment durch Erhitzen zer- 


stort wird. 
Es erscheint auch fraglich, ob dieser Hemmungskérper 
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schon in der lebenden Zelle seine Funktion ausiibt, oder ob 
er erst bei der KExtraktion in Freiheit gesetzt wird. Mit 
Sicherheit aber geht aus unseren Versuchen hervor: das Co- 
Ferment bildet im normalen epithelialen Gewebe von 
Leber und Niere den begrenzenden Faktor fir die 
Glykolyse; das Carcinomgewebe unterscheidet sich 
von ihnen durch seinen vermehrten Gehalt an Co- 
Ferment. Versuche sind im Gang, um zu entscheiden, durch 
welchen enzymatischen Teilvorgang der Glykolyse die Milch- 
siurebildung in Tumoren begrenzt wird. 


II. Der Nachweis des Co-Ferments. 


Als Maf der Glykolyse verwendet man entweder die Ab- 
nahme an Kohlehydrat oder die Menge der gebildeten Milch- 
siure. Letzteres Verfahren hat N. Waterman in der ein- 
fachen Weise beniitzt, daB er den Minderverbrauch an n/200- 
Salzsiure bei der Titration der mit Alkohol versetzten Ringer- 
lésung nach stattgehabter Reaktion der gebildeten Milchsiure 
gleichsetzte. Seine Werte stimmen nach unseren kontrol- 
lierenden Versuchen mit den nach der manometrischen Methode 
gefundenen iiberein, solange die Milchsiurebildung sich in 
geringen Grenzen halt. Er hat aber iibersehen, daB die Fehler 
der Milchsiurebestimmung immer gréBer werden, je mehr 
Milchsiure beim Versuch entsteht, indem das gebildete Natrium- 
lactat als Puffer den Umschlagspunkt verschiebt und unscharf 
macht. Die glykolytische Leistungsfihigkeit von Nierenschnitten 
bei Zusatz von Co-Ferment laBt sich daher nicht ausniitzen. 
Waterman hat nur Steigerungen der Glykolyse auf das 
11/,fache der Norm bewirkt, wihrend wir nahe an das glyko- 
lytische Vermégen von Krebszellen mit ihrer 20 mal gréBeren 
Milchsiurebildung herangekommen sind. Schon bei einer 
Steigerung der Glykolyse auf das 4fache liBt sich weder mit 
Indicatoren noch potentiometrisch der Umschlagspunkt auch 
nur ann&hernd bestimmen. 

Unsere Versuche sind nach dieser Feststellung simtlich 
mit der von O. Warburg fiir anaerobe Glykolyse ausgearbei- 
teten Methode durchgefiihrt worden. Wir lassen unter einer 
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Atmosphire von 95°/, Stickstoff und 5°/, Kohlensaure 0,1 bis 
0,3 mm dicke und 30—50 qmm groBe Schnitte von Ratten- 
nieren in 2 ccm Ringerlésung glykolysieren, der 0,4 ccm Co- 
fermenthaltige Versuchslésung zugesetzt wird. Die Tab. I 
enthalt als Beispiel die ausfiihrlichen Daten eines nach diesem 
Verfahren durchgefiihrten Versuches, wahrend wir in den 
folgenden Tabellen der Ubersicht halber nur die berechneten 
Ergebnisse zusammenstellen. 


Tabelle I. 


Glykolyse von gewaschener Rattenniere mit und ohne Zusatz 
von Extrakt bei 38°. 
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Um den Co-Fermentgehalt eines Extraktes oder Priparates 
zu messen, muB man die Nierenschnitte durch Auswaschen még- 
lichst von ihrem natiirlichen Gehalt an Co-Ferment befreien. Das 
Waschwasser enthilt dann reichliche Mengen Co-Ferments. Nach 
dem Versuch der Tab. I bilden 8 mg gut gewaschener Niere 


nur noch 0,0017 mg ——,® ree der Extrakt aus 
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Nieren iiberhaupt keine Milchsiure. Setzt man jetzt den Extrakt 
aus 80 mg derselben zerkleinerten Niere zu, so steigt die 
Glykolyse auf 0,0234. Uber die Glykolyse von normalen 
Nierenschnitten finden sich in der Literatur widersprechende 
Angaben. Z. Dische und D. Laszlo!) nehmen an, daf die 
minimalen glykolytischen Werte O. Warburgs?’) gegeniiber 
ihren betrichtlichen auf die verschiedene Art der Messung 
zurickzufiihren seien. Sie stellen die Abnahme des Kohle- 
hydratgehaltes, Warburg die Zunahme der Milchsiure fest. 
Indessen beruhen- diese Differenzen auf der verschiedenen 
Vorbehandlung der Nierenschnitte. Dische und Laszlo 
messen den Kohlehydratschwund in ungewaschenem Gewebe- 
breil, Warburg in griindlich vorgebadenen Schnitten. Fir 
die Wirksamkeit nur oberflichlich abgespiilter Schnitte finden 
wir in guter Ubereinstimmung mit den Werten von Dische 
und Laszlo eine anaerobe Glykolyse von 0,0085. 

Die anregende Wirkung der Nierenextrakte auf die Gly- 
kolyse von Nierenschnitten wird weit iibertroffen von derjenigen 
der Tumorextrakte. Ein Extrakt aus nur 20 mg frischem 
Rattensarkom rief eine anaerobe Glykolyse von 0,0314 hervor, 
enthielt also mehr Co-Ferment als 80 mg frische Niere. Wir 
haben versucht, fiir den Gehalt an Co-Ferment eine quanti- 
tative Bestimmungsmethode auszuarbeiten. In der Mehrzahl 
der Fille ist die glykolytische Wirksamkeit gut gewaschener 
Nieren proportional der zugesetzten Co-Fermentmenge (Ver- 
suche 1, 2, 6, 7, 8, 13 der Tab. I; Versuche an derselben 
Niere tragen in allen Tabellen dieselbe Zahl; es sind nur 
solche Versuche registriert, in denen die in 15 Minuten ge- 
bildete Milchsiuremenge wihrend °/, Stunden konstant geblieben 
war). Ergebnisse an verschiedenen Nieren lassen sich nur 
der Gré8enordnung nach bewerten (vgl. Versuche 9, 10 und 
11, 13). Wenn man also verschiedene Priparate oder Extrakte 
genau vergleichen will, muB man sie. an Schnitten derselben 
Niere priifen oder mit Hilfe eines an allen verwendeten Nieren 
bestimmten Vergleichspriparates. Es ist méglich und soll 


') Z. Dische u. D. Laszlo, Biochem. Zs. Bd. 175, S. 412 (1926). 
*) O. Warburg, Biochem. Zs. Bd. 151, 8. 309 u. zwar S. 829 (1924). 
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nachgepriift werden, daB die Unterschiede verschiedener Nieren 
z.'T. auf den Phosphatgehalt der Nieren und Extrakte zuriick- 
zufiihren sind. Es wire besser, alle Versuche bei optimaler 
Phosphatkonzentration auszufiihren. Wahrscheinlich sind auch 
die kleinen Differenzen der Versuche 3, 4 und 12, durch eine 
derartige, vom Co-Fermentgehalt unabhangige Begrenzung der 
Glykolyse verursacht. Allgemein kann man bis 0,025 mg Milch- 
siure pro mg Trockengewicht und Stunde mit einer direkten 
Proportionalitat von Co-Fermentmenge und Glykolyse rechnen, 
in der Mehrzahl der Fille bis 0,04. 

Jedes von uns gepriifte Tumorgewebe hat eine Steigerung 
der Glykolyse hervorgerufen, die- iiber das MaB eines normalen 
Nierenextraktes hinausging. Die Tab. Il enthalt Versuche mit 
verschiedenen J ensenschen Rattensarkomen, mit menschlichem 
Mamma- und Rektumcarcinom. Zu Beginn unserer Unter- 
suchung haben wir unter Verwendung der Watermanschen 
Titrationsmethode auch mit Flexner-Joblingschem Ratten- 
carcinom und mit einem menschlichen Magencarcinom gute 
Wirkung festgestellt. 


III. Herstellung von Co-Fermentpraparaten; Nachweis des 
Hemmungskorpers. 

Fiir die praparative Arbeit ist die Unbestindigkeit der 
Tumorextrakte und aller wiBrigen Lisungen von Priparaten 
ein Hindernis. Infektion lat sich nicht vermeiden, und jeder 
Zusatz von Desinfektionsmitteln hebt die Glykolyse der Nieren- 
schnitte auf. Wir haben daher alle Tumoren sofort nach der 
Operation in haltbare Trockenpriparate verwandelt. Man zer- 
kleinert sie in der Fleischhackmaschine (am besten Modell 
, uatapie“) und tragt sie in die 4fache Menge Aceton ein. 
Nach 2 Stunden wird abgesaugt, und das Verfahren mit der- 
selben Menge Aceton 1 Stunde lang wiederholt, dann mit einer 
Mischung von gleichen Teilen Aceton und Ather, schlieBlich 
mit reinem Ather. Man erhiilt nach dem Trocknen im Vakuum 
hellgraue, beim Zerreiben staubende Pulver, deren Co-Ferment- 
gehalt sich innerhalb eines Vierteljahres nicht geindert hat. 
Ihr Gewicht betriigt fast 1/, der frischen Tumoren. . 
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Um den Co-Fermentgehalt der 'Tumoren zu bestimmen, | 
ist es notwendig, die Trockenpulver erschépfend zu extrahieren. 
Durch Versuche von A. Gottschalk und C. Neuberg?) ist 
bekannt, daB man die Glykolyse frischer Tumoren durch Aus- 
waschen des Co-Ferments véllig zum Stillstand bringen kann. 
Hinmaliges Extrahieren der Trockenpulver mit der 12,5 fachen 
Menge physiologischer Kochsalzlésung wihrend 2 Stunden ge- 
niigte nicht zur Erschépfung. Der Milschsdurequotient eines | 
wiederholten Ansatzes war 0,0420 gegeniiber 0,0704 der ersten 
Extraktion (mit der 32 mg Trockenpulver entsprechenden Menge). 
Die dritte Extraktion pflegt nur noch spurenweise zu wirken 
(Nr. 3 der Tab. ITI). 

Wirksamere Extrakte erhalt man mit schwach ammonia- 
kalischem Wasser (n/100)(Versuche 11—15 der Tab. II]), wiihrend 
n/100-Essigsiure eher schidlich wirkte (Versuch 11 und 12). 
Besonders interessant sind die Ergebnisse bei liangerer 
Extraktionsdauer. Dann sinken niamlich die Milchsiure- 
quotienten erheblich ab (Versuche 6, 7 und 8), ani stirksten 
in ammoniakalischer Lésung (Versuche 11, 12 und 13). Ein 
Hemmungskérper der Glykolyse wird also schwieriger als das | 
Co-Ferment selbst aus dem Tumor extrahiert, aber wie dieses 
besser in ammoniakalischer Lésung. Nach den Erfahrungen 
iiber die Herstellung von Co-Zymase aus Hefe*) und aus 
Muskeln*) haben wir versucht, wirksamere Kochextrakte durch 
Zerstérung des Hemmungskérpers zu erhalten. Indessen sinkt 
schon durch 5 Minuten langes Kochen unserer sicher Hemmungs- 
kérper enthaltenden Extrakte die Wirksamkeit, und durch 
Extraktion der Pulver bei 100° erhalt man sehr schwach 
wirkende Liésungen (Versuche 5 und 4). Der Hemmungskérper 
der Glykolyse ist also mindestens nicht weniger kochbestindig 
als das Co-Ferment selbst. 





1) A. Gottschalk u. C. Neuberg, Biochem. Zs. Bd. 154, 8. 494 
(1924). 

*) Euler u. Myrbick, Swensk. Kem. Tidsk. Bd. 36, S$. 295 (1924); 
Harden u. Young, Proe. Roy. Soe. Bd. 77, 8. 405 (1906). 

8) O. Meyerhof, Diese Zs. Bd. 101, S. 165 (1918); Bd. 102 S.1 u. 
zwar 8. 5 (1918). 
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Aus den sich allmiahlich zersetzenden Extrakten der 
Trockenpulver gewinnt man durch Alkoholfiallung reinere und 
haltbare Trockenpraparate. Versetzt man die Extrakte mit der 
8 fachen Menge 96°/,igem Alkohol, so fallt ein weiBer, flockiger 
Niederschlag, der abzentrifugiert, mit Alkohol und Ather aus- 
gewaschen und getrocknet wird. Mit weniger Alkohol ist die 
Fallung unvollstandig, so enthalt sie aber das gesamte Co- 
Ferment. Die im Vakuum vom Alkohol befreite Liésung, in 
welcher noch ungefahr °/, des Trockengewichts der Extrakte 
vorhanden sind, ist ohne jede Wirkung auf die Glykolyse. 
Sie enthalt wohl etwas Hemmungskérper, denn die Wirk- 
samkeit der wiederaufgelésten Niederschlige ist meist besser 
als die der urspriinglichen Extrakte (Versuche 1, 3 und 5 der 
Tab. IV). 


In diesem Reinheitsstadium enthalten die Enzymlésungen 
in der Hauptsache hochmolekulares EiweiB. Sie geben beim 
Aufkochen starke Fillungen, ebenso beim Ansiuern. Uber- 
schu8 von Saure wirkt lésend. Positiv sind die Xanthoprotein-, 
Diazo- und Biuretreaktion, ferner die Millonsche. Das hoch- 
molekulare Eiwei8 ist nicht Bestandtei! des Enzyms, vielleicht 
aber des Hemmungskorpers. Bei der Dialyse durch Fisch- 
blasen und durch Pergament geht ein groBer Teil des Co- 
Ferments ins AuBenwasser. Z. B. fand sich von einem Extrakt 
aus 20 mg Rattensarkom nach 2 Stunden 100°, der Wirkung 
jenseits der Pergamentmembran. 


In priparativem MaBstab haben wir bisher das hoch- 
molekulare EiweiB durch Adsorption statt durch Dialyse ent- 
fernt. Das Adsorptionsverhalten des Co-Ferments erscheint 
kompliziert sowohl wegen der starken Abhiingigkeit von der 
Anfangskonzentration, aus der adsorbiert wird, als auch wegen 
der gleichzeitigen Adsorption des Hemmungskérpers. Sowohl 
Kaolin, wie Ortho- und Poly-Aluminiumhydroxyd adsorbieren 
das Enzym aus neutraler Lisung. Interessante Unterschiede 
treten aber auf, wenn man zur vélligen Adsorption unzureichende 
Adsorbensmengen verwendet, Z. B. nehmen aus einer Lésung 
von 20 mg eines Alkoholniederschlages (Rattensarkom) 20 mg 


\ 
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Tabelle IV. 
Reinigung des Co-Ferments durch Alkoholfillung. 

















Wirkung des Extraktes Wirkung der Alkoholfallung Wirkung 
7 laisidhicd aaiacabactaaal ~ nine des 
: Nr. Priparat Extraktionsmittel er M.-Q. = Extraktmenge M.-Q. = Alkohol- 
a pie a mg Milchs. aus mg Milchs. | filtrates 
a Gewebe | ™8 * Std. mg Gewebe mg x Std. 
a. =<? _ — a —- | an —— a 
- 1 | Mammacarcin. | 0,85°/, NaCl 1: 12,5 32 0,0178 8,15 mg = 32 mg Gewebe 0,0253 0,000 
= 12 Stdn. 
— 2 is 0,85 , 5 1: 12,5 32 0,0146 84 , =82 ,, a 0,0138 — 
= 14 Stdn. 
- 8 | Darmearcinom | n/100-NH, 1:25 16 0,0236 2,7 » =16 ,, - 0,0478 — 
2 16 Stdn. 
be 
Ss 4 e n/100-NaCl_ = 1: 25 16 0,0328 os . wit,  « 0,0245 - 
~ 16 Stdno. 
5 7 n/100-NH, 1:25 16 0,0161 29 , =16, ,, 0,0201 _ 
2 Stdn. 
6 Rattensarkom m 1:25 16 0,0454 2.5 ,, =16 ,, - 0,0314 _ 
2 Stdn. 
oO 7 - ss 1:25 at wei wm uwits « 0,0542 _ 
bi 2 Stdn. 
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Kaolin’) bei einem Volum von 0,38 ccm anscheinend 2°), des 
Enzyms auf. Adsorbierte man aber aus insgesamt 2,24 ccm, 
so war die glykolytische Wirksamkeit der Restlésung sogar 
um 22°/, gegeniiber der angewandten Menge erhéht. Das 
Trockengewicht der Restlésung betrug in beiden Fallen ?/, 
des Alkoholniederschlags. Bei gleicher adsorbierter Gewichts- 
menge wird also aus der verdiinnteren Lésung mehr Hemmungs- 
kérper und weniger Co-Ferment adsorbiert (Versuch 10a u. b, 
Tab. V). 

Gerade umgekehrt ist der EinfluB der Anfangskonzen- 
tration auf die Adsorption an Aluminiumhydroxyd. Aus 20mg 
desselben Alkoholniederschlages wurden von 28,4 mg gealtertem 
Ortho-Aluminiumhydroxyd’) aus einem Anfangsvolumen von 
2,24 ccm 54°), der glykolytischen Wirksamkeit adsorbiert. Ver- 
kleinert man die Adsorbensmenge bei gleichbleibendem Anfangs- 
volumen, so fallt die Wirksamkeit der Restlésung. Weniger 
Tonerde adsorbiert also scheinbar mehr Enzym, in Wirklich- 
keit wird das Enzym bevorzugt vor dem Hemmungskérper (Ver- 
suche 6 u. 7, Tab. V). Ganz wenig Tonerde scheint dagegen 
nur etwas Hemmungskérper aufzunehmen, bei geringer Ande- 
rung des Trockengewichts der Restlésung (Versuch 8a). 

Wenn man aber bei gleichbleibender Adsorbensmenge 
(28,4 mg Ortho-Aluminiumhydroxyd auf 20 mg Alkoholnieder- 
schlag) das Anfangsvolumen auf die Hialfte verkleinert, so ist 
die Wirksamkeit der Restlisung 220°), des angewandten, und 
dabei sind 91°), des Trockengewichts von der Tonerde auf- 
genommen worden (Versuch 9, Tab. V). 

Poly-Aluminiumhydroxyd A*) verhalt sich abnlich, liefert 
aber schlechtere Trockengewichte, so daS wir in priparativem 
Ma8stab nur die Adsorption an gealtertes Ortho-Aluminium- 
hydroxyd aus konzentrierter Lésung verwenden (Versuche 1—3, 
Tab. V). 





1) Nach dem Verfahren von R. Willst&tter u. K. Schneider 
(Diese Zs. Bd. 133, S. 193 (1924)] durch Auskochen mit Salzsdure vor- 
behandelt. 

2) Chem. Ber. Bd. 56, S. 1118 (1923); Bd. 57, S. 1088 (1924). 

5) Chem. Ber. Bd. 57, S. 1089 (1924). 
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Tabelle V. 


Reinigung des Co-Ferments durch Adsorption. 

















Nr. Priiparat 
1 | Darmearcinom 
2 Rattensarkom 
3 3) 
4 9 
5 | Darmearcinom 
6 | Rattensarkom 
7 9 
8a ” 
8 9) 
9 ; 

1 1 ” 
10a 3 
10 b ” 


” 








Zugesetzte Menge 





5,7 mg = 32 mg 
3,6, =16 ,, 
desgl. 


7,2mg = 40 mg 

3,6, =16 ,, 
desgl. 
desgl. 
desgl. 
desgl. 
desgl. 
desgl. 


desgl. 
desgl. 





Gewebe 


”? 


Gewebe 


98 


Wirkung vor der Adsorption 


Wirkung der Restlésung 











Zugesetzte Menge 


1,47 
1,60 
2,00 
0,32 
0,33 
0,32 


1,43 


” 


? 


” 


Restlésung 
= 830mg Gewebe 
=16 ,, ” 

16 mg=16 ,, ” 

0,64 ,, =40 ,, ” 

0,43 ,, =16 ,, ” 
=16 ,, ” 
=16 ,, ” 
=16 ,, ” 
=16 ,, ” 
=16 ,, ” 
=16 ,, ” 
=16 ,, ” 
=16 


1,40 


” ”? 


M.-Q. 


0,0382 
0,0118 
0,0222 


0,0424 
0,0103 
0,0101 
0,0068 
0,0368 
(0,0577 
0,075 
0,0508 





0,0347 
0,0428 


Adsorptionsbedingungen 





| mg Alkohol- 





fillung 


| 


ne peer a a 


oO 
se 
E S| Adsorbensmenge 
> 8 

a) 
1,12 5 mg Tonerde A 
1,12 D ”? 99 ” 
0,69 | 20 ,, ” 9 
2,24 , 56,8 ,, ™ C 
2,24 | 28,4 ,, ,? ” 
2,24 14,2 ”? ? 9 
2,24 7,1 ” ” ”? 
2,24 2,8 ”? ”? ”? 
2,24 | 56,8 ,, ” r) 
1,12 28,4 ”? 99 ”? 
1,12 28,4 9? ””? ”? 
0,38 | 20 ,, Kaolin 
0,24 | 20. ,, 9 
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In den besten Restlésungen der Tonerdeadsorption ist 
die Wirksamkeit des Co-Ferments, auf den Gehalt an Trocken- 
riickstand berechnet, 125 mal gréBer als in den mit Aceton 
und Ather getrockneten Tumoren. Von der Tonerde ist alles 
hochmolekulare Eiwei8 aufgenommen worden, denn die Rest- 
lésungen geben weder beim Ansiiuern oder Kochen, noch beim 
Versetzen mit Ferrocyankali und Essigsiure Niederschlige, 
héchstens minimale Triibungen. Alle anderen Eiweifreaktionen, 
nimlich Xanthoprotein- und Biuretprobe, Millonsche und 
Diazoreaktion sind noch vorhanden, die beiden letzteren sogar 
eher verstarkt. Die Begleiter des Co-Ferments sind also in 
diesem Reinigungsstadium in der Hauptsache abgebaute Eiweib- 
k6érper. 


IV. Vergleich des Co-Fermentgehalt von normalem und 
von Krebsgewebe. 


Um einen Uberblick iiber die relative GréBe der Co-Fer- 
mentmengen in normalem und in Tumorgewebe zu gewinnen, 


Tabelle VI. 


Vergleich des Co-Fermentgehalts von normalem und Tumorgewebe. 











Nr. 












































RQ nm 
52 | Extraktmenge 
Extrakt aus Extraktionsmittel xo aus M.-Q. 
s°: mg Gewebe 
2 
Rattensarkom 0,85°/, NaCl 1:50} 2 4mg Tr.-Gew. | 9.0314 
frisch 
Rattenniere dsgl. 2 116 ,, 2 0,0230 
frisch 
Rattenniere dsgl. 2 416, ‘ 0,0237 
frisch 
Rattensarkom n/100-NH, 1:25 > 26. ‘s 0,0476 
trocken 
Rattenniere dsgl. 2 116 ,, 0,0211 
trocken 
Rattenleber dsgl. 2 6, - 0,0089 
trocken 
Rattensarkom 0,95°/, NaC] 1:50] 2 4, - 0.0264 
trocken 
Schweineembryo dsgl. 2 des - 0,0194 
trocken 
10* 
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haben wir Extrakte aus einigen anderen Organen hergestellt 
und ihre Wirkung mit der von Tumorpraparaten verglichen. 
Dabei erweisen sich die Tumorextrakte bei weitem am _ wirk- 
samsten. Z. B. steigert ein Extrakt aus 16 mg getrockneter 
Rattenleber die Glykolyse ausgewaschener Nierenschnitte aut 
0,0089, ein solcher aus 16 mg Rattenniere wirkt mehr als 
doppelt so stark, wihrend 16mg Sarkomextrakt (Ratte) gegen- 
iiber dem Leberversuch die Glykolyse auf das 5 fache vermehrt 
(Versuch 3, Tab. VI). Dagegen liegen die aus embryonalem 
Gewebe extrahierbaren Co-Fermentmengen anscheinend zwischen 
denen von normalem und von Tumorgewebe (Versuch 4). 

Der Co-Fermentgehalt der Extrakte steigt also in der 
Reihenfolge Leber, Niere, Embryo, Tumor. Es ist von 
Wichtigkeit, daB die Kigenglykolyse dieser Gewebe in derselben 
Weise abgestuft ist. 


Die vorliegende Untersuchung wurde mit Mitteln der 
Kinhundertjahresstiftung der Universitit Miinchen ausgefiihrt. 
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Zur Chemie der gesunden und der atherosklerotischen Aorta. 
Von 
Rudolf Schénheimer. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft.) 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat Freiburg i. Br.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6. Mai 1928.) 


II. Teil: Weitere Untersuchungen tiber die quantitativ- 
chemischen Veranderungen in der atherosklerotischen Aorta. 


In der ersten Mitteilung') war gezeigt worden, daB sich in der 
atherosklerotischen Aorta nach einer besonderen Priparationsmethode, 
die alles Fett auBer dem der Intima entfernt, ein Atherextrakt gewinnen 
laBt, dessen Menge von der Schwere der Erkrankung abhingig ist und 
dessen Gehalt an freiem und gebundenem Cholesterin eine Funktion der 
Menge und daher auch der Schwere der Erkrankung ist. Aus den 
Kurven, die fiir die Cholesterinester aufgestellt wurden, wurde ge- 
schlossen, daB sich die Lipoide nicht an Ort und Stelle gebildet haben, 
sondern da sie schon in der vorliegenden Zusammensetzung ein- 
geschwemmt wurden. Die Kurven fiir die Cholesterinkérper lieBen sich 
als Mischungskurven deuten. Da nach der Aschoff-Klotzschen’) 
Hypothese die gewéhnliche Verkalkung in der Aorta iiber die aus den 
Cholesterinestern in Freiheit gesetzten Fettsiuren vor sich gehe, eine 
solehe Zersetzung aber durch die Analysen an ganzen Aorten aus- 
geschlossen werden konnte, wurde diese Hypothese fiir die Entstehung 
des Aortenkalkes abgelehnt. 


Zur weiteren Sicherung dieser Ansicht wurden bei zwei 
schwer atherosklerotischen Aorten die stark verkalkten und 
die nicht verkalkten Partien gesondert auf ihren Gehalt an 





1) Diese Zs. Bd. 160, S. 61 (1926). 
*) Aschoff, Beiheft zur Med. Klinik Heft 1 (1908); Klotz, Jl. exp. 
Med. 7, S. 1 (1905). 
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freiem und gebundenem Cholesterin untersucht. Wenn sich 
der Kalk iiber die aus den Cholesterinestern frei gewordenen 
Fettsiuren gebildet hatte, so miiBte in den verkalkten Partien 
sich mehr freies Cholesterin auf Kosten der Cholesterinester 
vorfinden, wie man es auch aus dem morphologischen Befund 
heraus geschlossen hat. Das ist nicht der Fall. 





























Aorta 1 Aorta 2 
gl gBxls. gs] 28x 
SASE| BRE] SSak SRE 
OgaSk#i go kK LTOaSke) B® 
m “f 2 oq 2 m “rs 2iog = 
QZ-o| Std] Vscs! Gus 
Re’ Si sce] ee’ si sss 
eB —/FSad|a “| Cu< 
Verkalkte Partie. . . . | 24,85 | 54,98 26,20 | 58,24 
Nicht verkalkte Partie. . 24,36 | 55,32 26,02 | 57,80 


In verkalkter und nichtverkalkter Partie war also das 
gleiche Verhiltnis zwischen Cholesterin und Cholesterinestern 
vorhanden. Cholesterinester waren also nicht gespalten. 

Die in der ersten Mitteilung aufgestellte Theorie der 
Lipoidinfiltration kéniite durch Verfolgung von Phosphoranalysen 
eine Bestitigung erfahren. Auch diese Werte miiBten sich 
unter der Voraussetzung einer Infiltration zu einer Mischungs- 
kurve anordnen lassen. Die auBerordentlich leichte Zersetz- 
lichkeit der Aortenphosphatide machte aber leider eine der- 
artige Anordnung nicht méglich. Die erhaltenen Werte liegen 
teilweise weit auseinander. Trotzdem l4Bt sich aus der er- 
haltenen Kurve noch eine solche Tendenz herauslesen. Die 
Phosphatide nehmen im Lipoid der Aorta nur einen sehr 
kleinen Teil ein. 

Die aus den Aorten isolierten Kalkplatten hatten etwa 
dieselbe chemische Zusammensetzung wie der Knochen und die 
anderen pathologischen Verkalkungen (Wells).') Es war dies 
von vornherein angenommen worden, weil sich bekanntlich 
(Hofmeister*)) die im Organismus abgelagerten Kalkverbin- 


) Arch. int. med. Bd. 7, 8. 721 (1911). 
*) Erg. Physiologie Jhrg. 10, S. 429 (1910). 
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dungen langsamer oder schneller im Sinne des Knochenkalkes 
chemisch umandern. Eine verschiedene Genese einer Ver- 
kalkung lat sich daher nicht an den alten Verkalkungen, die 
hier wegen des schwierig zu gewinnenden Materiales benutzt 
werden muBten, ersehen. Dazu wiren vielleicht frische Ver- 
kalkungen geeignet. Zu solchen Untersuchungen fehlen aber 
zurzeit noch gewissenhafte Mikromethoden. 

In den Phosphatiden ist noch ein geringer Prozentsatz 
einer unverseifbaren, mit Digitonin nicht fallbaren Substanz 
vorhanden, die eine starke Oxycholesterinreaktion nach Lip- 
schtitz gibt. Diese unverseifbaren Stoffe sind wahrscheinlich 
komplizierte Gemische, von denen nur ein Teil im Zusammen- 
hang mit dem Cholesterin steht. 

Der Gehalt an Neutralfett lieB sich mangels einer geeig- 
neten Mikromethode nicht bestimmen; Glycerinbestimmungen 
lassen ersehen, daB er jedenfalls nur sehr klein sein kann oder 
sogar ganz fehlt. 

Durch das Cholesterin (25°/,), die Cholesterinester (57°/,), 
die Phosphatide (etwa 5°/,) und das Unverseifbare, mit Digi- 
tonin nicht fallbare (etwa 3,5°/,) sind insgesamt also ungefihr 
90°/, des Atherextraktes aufgelést worden. 


Versuchsteil, 
1. Atherlésliche Phosphatide. 


Die Versuchsanordnung fiir die Phosphatidbestimmungen war eine 
tihnliche wie die der Cholesterin- und Cholesterinesteranalysen.') Bei 
der Herstellung muBte mit besonderer Vorsicht gearbeitet werden, weil 
diese Stoffe bekanntlich auBerordentlich zersetzlich sind. Die Unter- 
suchung durfte nur an ganz frischem Material vorgenommen werden. 
Leider ist das eine Forderung, die an menschlichem Leichenmaterial nur 
in begrenztem MaBe miéglich ist. Aorten, die bei der Sektion erst 
24 Stunden nach dem Tode gewounen waren, wurden nicht verwertet. 
Eine GleichmiBigkeit nach der Zeit nach dem Tode konnte bei meinen 
Analysen aber aus denselben Griinden auch nicht eingehalten werden. 
Einige Aorten wurden noch aus der kérperwarmen Leiche gewonnen, 
die meisten befanden sich aber schon 6—8 Stunden im toten Kérper. 

Die Phosphatide werden in der toten Aorta sehr schnell zersetzt. 
Die Untersuchung eines frisch hergestellten Gewebsbreies aus einer 





1) Zs. physiol. Chemie Bd. 160, S. 61 (1926). 
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atherosklerotischen Aorta zeigte schon in. kurzer Zeit eine Abnahme des 
,lipoidléslichen“ Phosphors. Es zeigte auch, daB sogar die Eztrakte mit 
der Zeit an atherléslichem P— verarmten. Vollkommen im Hochvakuum 
getrocknete Extrakte behielten ihre Zusammensetzung, eine Tatsache, von 
der bei der Bearbeitung Gebrauch gemacht wurde. 

Aus diesem Grunde waren so iibereinstimmende Analysenergebnisse 
wie die fiir Cholesterin und Cholesterinester schon von vornherein 
nicht zu erwarten, trotzdem die von mir benutzte Fiillung oder nephelo- 
metrischen Bestimmung der Phosphorsiure mindestens dieselbe Genauig- 
keit besitzt. 

Zum Trocknen der Organe wurde nicht Natriumphosphat wie bei 
den Cholesterinbestimmungen verwandt, sondern vorsichtig getrocknetes 
Natriumsulfat. Im iibrigen entsprach die Darstellung des Extraktes voll- 
kommen der, die fiir die Cholesterinanalysen benutzt wurde. 

Die P-Bestimmung erfolgte zuerst mit der Embdenschen Mikro- 
methodik. Bei den auSerordentlich geringen P-Mengen der gesunden 
und wenig erkrankten Aorten war aber diese Methode nicht mehr an- 
wendbar. Es wurde die nephelometrische Methode von Kleinmann’) 
verwandt, die sich als sehr zuverlissig erwies und dieselben Werte wie 
die Embdensche Methode ergab. Aus diesem Grunde habe ich sie 
spiter tiberhaupt nur noch angewandt. 


Nachfolgend die gefundenen Werte. Auf eine genauere 
Beschreibung der Sektionsbefunde verzichte ich, Auch hier 


Bestimmung des Phosphatidgehaltes im Atherextrakt. 














Gehalt des 
Nr. | alter an Atherextrakt| Atherextraktes | Atherextraktes 
in g an P— in °/, an oy, In in 
eS eee a 
1 15 0,0212 0,0085 0,22 
2 16 0,0284 0,0186 0,48 
3 20 0,0456 0,0134 0,35 
4 28 0,1132 0,0508 1,04 
F) 34 0,1632 0,0627 1,80 
6 43 0,2014 0,151 3,94 
7 40 0,3988 0,109 2,83 
8 56 0,5542 0,124 3,25 
9 52 0,8945 0,201 5,24 
10 68 1,2034 0,124 3,22 
ll 71 1,6183 0,175 4,45 
12 57 1,8542 0,182 4,73 
18 74 1,9433 0,219 5,71 

















1) Biochem. Zs. Bd. 174, 8. 43 (1926); Bd. 137, S. 144 (1928). 











—_ an 


~ 


— = 























Zur Chemie der gesunden und der atherosklerotischen Aorta. 147 


wurde die Beobachtung gemacht, daB die Menge des gewonnenen 
Atherextraktes der Schwere der Erkrankung etwa parallel geht. 

Die Menge an atherléslichem Phosphatid in der Aorta ist 
also sehr viel geringer als die der Cholesterinkérper. Die 
Phosphatide nahmen maximal 5,71°/, ein. Ganz deutlich geht 
schon aus der Tabelle hervor, daB der prozentuale Gehalt in 
den normalen und leicht kranken Aorten erheblich geringer 
ist als in den schwer kranken. Die Anderung des Ather- 
extraktes in bezug auf die Phosphatide liegt also in derselben 
Richtung wie die der Cholesterinester. Die folgende Kurve 
soll das besser veranschaulichen. 

Die graphisch dargestellten Werte ordnen sich schlecht 
zu eimer Kurve. Sie zeigen nur im weitesten Sinne eine regel- 
maBige Anderung. Immerhin geht deutlich hervor, daB die 
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ersten, aus gesunden Aorten gewonnenen Werte sehr tief 
liegen. Die Tendenz zur Steigerung wird ebenfalls deutlich. 
Es sind aber sehr groBe Schwankungen vorhanden (bis zu 
40°/,). Diese Schwankungen sind mit der erwahnten leichten 
Zersetzlichkeit der Aortenphosphatide zu erkliren. In ihnen 
kommt scheinbar der sehr betriichtliche Autolysenfaktor zur 
Geltung. Der hiéchstliegende Punkt (Nr. 13) wurde auch aus 
einer Aorta gewonnen, die fast unmittelbar nach dem Tode 
zur Verarbeitung kommen konnte. 

Diese Werte unterstiitzten trotz ihrer Ungenauigkeit die 
bei der Aufstellung der Kurven fiir Cholesterin und Chole- 
sterinester ausgesprochene Ansicht, daB es sich um eine Ein- 
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schwemmung eines andersartigen Lipoidgemisches handle. Das 
urspriinglich vorhandene Lipoid enthalt fast gar keine Phosphatide. 
Das eingeschwemmte dagegen etwa 3,5—5,2°/,. Die geringe 
Menge des urspriinglich vorhandenen Lipoidgemisches laBt die 
Zusammensetzung der viel bedeutenderen Quantitét des in der 
atherosklerotischen Aorta abgelagerten Lipoidgemisches fast 
rein zur Geltung kommen. Die Analysenwerte aus dem Ather- 
extrakt atherosklerotischer Aorten geben daher, abgesehen von 
der Ungenauigkeit der P-Bestimmungen ein reines Bild von 
der Zusammensetzung des abgelagerten Atherextraktes. 


2. Unverseifbare, durch Digitonin nicht fallbare Substanzen. 


Kin Teil dieser Stoffe ist von Lipschiitz als oxydative 
Abbauprodukte des Cholesterins bezeichnet worden. Die ,,Oxy- 
cholesterine“ sind nur teilweise mit Digitonin fallbar. 

Zu ihrer Bestimmung ist sorgfaltigstes Entfernen aller 
Seifen notwendig, was hier nur schwer gelingt. Ich habe 
daher die Fraktion, bevor das Cholesterin aus ihr mit Digi- 
tonin ausgefallt wurde, nochmals gereinigt, indem ich ihre 
alkoholische Lésung mit Wasser gefallt und dabei die iiber- 
stehende Fliissigkeit durch vorsichtiges Dekantieren entfernt 
habe. Die Mutterlauge der Digitoninfaillung wurde zur Trockne 
gebracht und dreimal mit Ather ausgezogen. Aus 0,7671 g 
Atherextrakt atherosklerotischer Aorten, der 80,03 °/), Chole- 
sterin enthiilt, wurden so 29,2 mg entspr. 3,8°/, eines Oles er- 
halten, das die Oxycholesterinreaktionen gab, aber nicht zur 
Krystallisation zu bringen war. 


3. Der atherosklerotische Kalk.’) 


Die einfache Veraschung der Kalkplatten war bei der 
Untersuchung des Aortenkalkes nicht anwendbar. Eine mecha- 
nische Ablésung nicht verkalkten Gewebes war nur sehr 
schlecht méglich, und der betrichtliche Gehalt des elastischen 
Gewebes an anorganischen Salzen muBte das Resultat sehr 





1) In dieser Arbeit werden nur die sich in der Intima abspielenden 
Prozesse gewiirdigt. Daher nehme ich zu den in der Media auftretenden 
Verkalkungen keine Stellung. 
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stéren. Ich wandte daher die Extraktion der mechanisch isv- 
lierten Kalkplatten mit 3°/, Glycerinkalilauge nach Gabriel’) 
an, die von verschiedenen Autoren zur Reinigung der Knochen- 
aschen verwandt wurde. Die Vorbereitung zur Analyse wurde 
folgendermassen vyorgenommen: 


Die méglichst vom umgebenden Gewebe abgetrennten Kalkplatten 
wurden fein zerrieben und im Soxhlet mit Ather extrahiert. Das ent- 
fettete Pulver wurde nach scharfem Trocknen noch einmal fein zerrieben 
und je 3g mit 3°/, Glycerin-Kalilauge mehrere Stunden auf 200° erhitzt. 
Die Erhitzungsdauer ist wesentlich linger als fiir die Knochenvorbereitung. 
Im ailgemeinen wurde 5—6 Stunden erhitzt. Die Lauge la48t man auf 
etwa 150° abkiihlen. Sie wird in einen Glaszylinder gegossen, der mit 
siedendem Wasser gefiillt ist. Der im Kélbchen befindliche Rest von 
Asche wurde mit heiBem Wasser in den Zylinder gespiilt. Nachdem 
sich die Asche gesetzt hatte, wurde die iiberstehende Flissigkeit mit 
einem Heber abgezogen, und die Asche noch mehrere Male mit siedendem 
Wasser gewaschen, bis die ablaufende Fliissigkeit keine alkalische Re- 
aktion mehr gab. Meist enthielt die Asche noch Spuren von organischer 
Substanz. Dann wurde die Reinigung mit Glycerinkalilauge noch ein- 
mal vorgenommen. Selbstverstindlich miissen bei diesen Manipulationen 
alle Verunreinigungen, vor allem anorgsnischer Natur wie Glassplitter usw. 
peinlichst vermieden werden. 


Die auf diese Weise gereinigte Asche hatte im Gegensatz 
zum Knochen eine braun-gelbliche Farbe, die auf einem starken 
Eisengehalt beruhte. Die folgende Tabelle zeigt in Spalte 2 
und 3 die Analysen aus zwei verschiedenen Aorten, in Spalte 4 
diejenige aus einer nach dem gleichen Verfahren untersuchten 
menschlichen Rippe. Sie stimmen mit den in der Literatur 
bekannten Knochenanalysen iiberein. 


























1 2 3 4 
CaO 48,32°, 50,00 °/, 46,34 ° 
PO, 33,60 32,88 38,26 
CO, . 4,68 5,53 4,78 


Aus den gefundenen Analysenzahlen lassen sich also keine 
Schliisse tiber die Entstehungsbedingungen der Aortenverkalkung 
ableiten, da wir es mit einem Kalk zu tun haben, der dieselbe 





1) Diese Zs. Bd. 18, S. 275 (1 


is 8) 


94), 
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oder anndhernd dieselbe Zusammensetzung wie der Knochen und 
die anderen pathologischen Verkalkungen hat. Da man vorliufig 
nicht weiB, ob bei der Knochen- und Kalkbildung die Ablagerung 
schon in ihrer endgiiltigen Form niedergeschlagen wird, oder 
ob nicht die ersten Niederschlige noch eine Umwandlung im 
Sinne der Hofmeisterschen Bauchhéhlenversuche erfahren, 
ware vielleicht die Analyse ganz frischer Aortenverkalkungen 
aussichtsreicher, die mit den Analysen der Knochen—Knorpel- 
grenzen und ganz frischer pathologischer Verkalkungen aus 
anderen Geweben -verglichen werden miiBten. Fiir diesen 
Zweck muB aber erst eine Mikromethode zur Reinigung der 
Knochen ausgearbeitet werden. 


III. Teil: Versuch einer Aufarbeitung des atherosklerotischen 
Lipoidgemisches. 


Der Versuch einer systematischen Aufarbeitung eines pathologisch 
abgelagerten Lipoidgemisches ist nach meiner Kenntnis bisher nicht ge- 
macht worden. Es liegen auch noch keine geeigneten Methoden vor, 
die eine gute Trennung in ihrem Verhalten so gleichartiger Stoffe, wie 
es z. B. die Cholesterinester sind, gewiihrleisten. Methoden, wie sie zur 
Aufarbeitung der Fettstoffe des Gehirns benutzt wurden, konnten bei 
der Andersartigkeit der in der Aorta vorhandenen Kérper nur sehr be- 
dingt herangezogen werden. In der Aorta iiberwiegen die Cholesterin- 
ester an Menge alle anderen Kérper bei weitem und natiirlicherweise 
interessierten daher die einzelnen Komponenten der Cholesterinester- 
fraktion am meisten. Gerade weil wir iiber die physiologische und 
pathologische Bedeutung dieser Stoffe tiberhaupt noch nichts wissen, 
schien die an diesen Stoffen so reiche Aorta ein besonders geeignetes 
Objekt zu sein, Es wurde schon von vornherein vermutet, daB es sich 
gerade bei den Cholesterinestern um ein Gemisch sehr vieler verschie- 
dener Ester handele, Zuerst arbeitete ich in Modellversuchen, in denen 
ich mir die Aufgabe stellte, eine geeignete Methode herauszubilden, die 
Cholesterinester wenigstens nach ihrem Sittigungsgrade voneinander zu 
trennen. 

So untersuchte ich unter anderem die Bromadditionsverbindungen 
einer Reihe synthetisch hergestellter Cholesterinester. Da aber nur die 
Ester mit einfach ungesittigter Fettsaure (Di-brom-cholesterin-stearin- 
siureester und Di-brom-cholesterin-palmitinsiureester) gut krystallisierten 
und in Atheralkohol schwer lésliche Brom-Additionsverbindungen gaben, 
der Tetra-brom-délsiure- und Hexa- brom - «- linolsiiureester aber nicht 
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krystallisierbare Ole mit etwa denselben Léslichkeitsverhiltnissen dar- 
stellen wie die gesittigten Ester, wurde der Versuch aufgegeben. 


Da sich schon bei den ersten Versuchen des aus Aorten 
gewonnenen Materiales ein Unterschied in der Léslichkeit der 
gesittigten und ungesittigten Ester in leicht waBrigem Aceton 
zeigte, wurde zur Aufarbeitung der aus der Aceton- und Ather- 
extraktion gewonnenen Gemische die fraktionierte Krystalli- 
sation aus Alkohol und Atheralkohol verwandt. Das waBrige 
Aceton nahm eine groBe Menge ungesittigter Ester auf, wahrend 
die Hauptmenge der ungesattigten Ester erst mit der folgenden 
Atherextraktion gewonnen wurde. Damit war von vornherein 
auf eine Isolierung solcher Ester verzichtet, die nur in kleinen 
Mengen vorhanden waren. Ebenso geniigte die Trennung der 
einzelnen Kérper selbstverstindlich nicht, um Angaben iiber 
die vorhandenen Mengen der aus dem Extrakt gewonnenen 
und gereinigten Substanzen zu machen. Bei dieser ersten, nur 
als Vorversuch zu betrachtenden Untersuchung eines so kompli- 
zierten Gemisches muBte ich mich mit der Isolierung des Chole- 
sterin-Oleates, Palmitates und Stearates begniigen. Das Vor- 
handensein hdher ungesattigter Cholesterinester wurde ge- 
sichert, die Art der Fettsiure konnte nicht sichergestellt werden. 
Sehr stérend wurde die Anwesenheit der groBen Mengen freien 
Cholesterins empfunden, die die Reindarstellung der anderen 
Ester unmdéglich machte. An eine Ausfallung der grofen 
Mengen Cholesterins mit Digitonin konnte ich der groBen Kosten 
wegen leider nicht denken. Die Methode zur Ausfillung des 
Cholesterins aus itherischer Loésung als Allophansiureester 
nach Fabre?) war mir damals noch nicht bekannt. Sie hitte 
mir zweifellos groBe Dienste getan. 

Im dritten Alkoholextrakt wurde ein dem sogenannten 
Protagon ihnlicher Koérper gefunden. Sein zerebrosidartiger 
Charakter wurde durch die Identifizierung der d-Galactose als 
Spaltprodukt sichergestellt. Trotzdem die Menge dieses Stoffes 
in der atherosklerotischen Aorta nicht gering ist, reichte das 
zur Verfiigung stehende Material nicht aus, um die Rein- 





1) Journ. Pharmac. Chim. 8, 5 S. 21—24. 
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darstellung der in ihm enthaltenen Cerebroside zu ver- 


suchen. 
Die kleinen Mengen der ungesiattigten Phosphatide wurden 


bei der Aufarbeitung nicht beriicksichtigt, da nach den ana- 
lytischen Vorversuchen mit einer sehr starken Zersetzung dieser 
Ko6rper zu rechnen war. 


Versuchsteil. 
a) Primairer Acetonextrakt (ungesittigte Cholesterinester). 


Zur Bearbeitung wurden etwa 50—60 schwerst athero- 
sklerotisch erkrankte Aorten verwandt. Die Sammlung des 
Materiales wurde in liebenswiirdigster Weise in den pathologi- 
schen Instituten der Krankenhauser Friedrichshain und Moabit 
in Berlin vorgenommen. ’) 

Die bei der Sektion entnommene Aorta wurde ebenso wie 
bei der Bearbeitung fiir die Analyse’) in der Mitte gespalten. 
Die Intima mit dem anhaftenden Mediaanteile wurde in eine 
Flasche mit etwa 7 Liter Aceton geworfen und so einige 
Monate, bis sich geniigend Material angesammelt hatte, stehen 
gelassen. Die Flasche blieb im mafig geheizten Zimmer. 

Der Transport nach Freiburg geschah zufillig in den 
kaltesten Tagen des Winters 1926—27 und dauerte etwa 
3 Wochen. Bei seiner Ankunft befanden sich in dem Gefa8 
auBer den Aortenhiillen am Boden und an den Wanden groBe 
Mengen einer schneeweiBen, fein krystallinen, sich fettig an- 
fiihlenden Masse, von niedrigem Schmelzpunkt. Aus diesem 
Grunde wurde eine Erwirmung der Flasche vermieden und 
die krystallisierte Substanz méglichst vollkommen gesammelt. 
Auf diese Weise leBen sich 8g gewinnen. Um die Extraktion 
noch mehr zu vervollkommnen, wurde das wiaBrige, leicht gelbe 
Aceton zu den Aorten zuriickgegeben und die Flasche 4 Tage 
unter 6fterem Schiitteln im Brutschrank bei 40° stehen ge- 





') Es ist mir eine angenehme Pflicht, Herrn Prof. L. Pick und 
Herrn Prosektor Dr. K. Lé wenthal fiir die hervorragende Unterstiitzung, 
die sie mir auf diese Weise haben zukommen lassen, meinen besten 
Dank zu sagen. 

*) Vgl. vorigen Abschnitt II und diese Zs. Bd. 160, S. 61 (1926). 
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lassen. Das Aceton wurde schnell durch eine etwas vor- 
gewirmte Nutsche filtriert und die Flissigkeit 4 Tage im 
Freien stehen gelassen. Die Temperatur schwankte in diesen 
Tagen zwischen —8° und —12°% Auf diese Weise wurden 
weitere 4,5 g der schneeweiBen Substanz gewonnen. Die beiden 
Mengen wurden vereinigt und in Ather geldst.2) 

Das atherische auf etwa 100 ccm wieder eingedampfte 
Filtrat wird in der Kalte vorsichtig mit Alkohol bis zur gerade 
beginnenden Triibung versetzt. Nach 3 tigigem Stehen in der 
Kalte wird filtriert. Die Mutterlauge wird durch vorsichtigen 
Zusatz von Alkohol noch weiter gefallt. Diese Reinigungs- 
prozedur wurde 4 mal wiederholt, und so reines Cholesterin- 
oleat erhalten. 


Es zeigte den richtigen Schmelzp. 41—45°; Mischschmelzpunkt mit 
synthetischem (40—44 °) 41—43°, gef. mit Mikropreg] 82,71 u. 82,71°/, C; 
12,10 u. 12,13°/, H; fiir C,,H,,0O,.MG 650,6, ber. $3,00°), C; 12,04°/, H. 
Zur weiteren Charakterisierung wurde auBerdem die Spaltung durch- 
gefiihrt. 1,0 g wurden mit Natriumithylat und Ather 3 Tage kalt ver- 
seift. Die iiber das Bleisalz gereinigte Fettsiiure hatte eine Jodzahl 
(Margosches, Schnellmethode) 88,5 (ber. 89,93). Mit Natriumnitrit und 
H,SO, bildet sich Elaidinsiure (Siedep. 42°). 

Die acetonische Mutterlauge des Cholesterinoleats wurde 
im Vakuum auf etwa 31/, Liter eingeengt und nach 3 tagigem 
Stehen in der Kialte abgesaugt. Mit Schmieren durchsetzte 
Tafeln (10,8 g). Die auf Ton abgepreBten und mehrere Male 
umkrystallisierten Krystalle waren Cholesterin vom Schmelz- 
punkt 137°. Ein Teil wird iiber das Digitonid gereinigt und 
nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus Alkohol ein Schmelz- 
punkt 485° (korr.) erhalten. Denselben Schmelzpunkt hatte 
das aus menschlichem Gehirn und aus Gallensteinen gewonnene 
Cholesterin. 

Durch fraktionierte Krystallisation konnte aus der Mutter- 
lauge der Cholesterinfraktion noch eine kleine Menge Cholesterin- 
oleat gewonnen werden. Auferdem noch eine kleine Menge 





1) Dabei liste sich ein Teil nicht. Er wurde abfiltriert und firbte 
sich schon auf dem Filter gelb. Auch im Exsiceator (H,SO,) nahm die 
Fiirbung zu. Die gewonnene Menge dieser Substanz war zu klein, um 
sie weiter zu untersuchen. 
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eines etwas hdher schmelzenden Gemenges von krystallisierten 
Cholesterinestern, die aber voneinander nicht getrennt werden 
konnten. Im iibrigen wurde eine groBe Masse schmieriger 
Cholesterinester- gewonnen, die auch nach einem '/, Jahre 
nicht krystallisierten. 

Diese Massen wurden durch Alkohol—Ather in 4 Frak- 
tionen (a—d) zerlegt und von jeder Fraktion etwa die Hialfte 
kalt verseift (Kossel und Obermiiller), und die Fettsiuren 
dargestellt. Die Fettsiuren hatten die Jodzahlen: a) 26,21; 
b) 47,04; c) 88,91; d) 118,7. Diese Jodzahlen weisen auf die 
Anwesenheit von mindestens zwei Doppelbindungen hin. Der- 
artige Cholesterinester sind bisher noch nicht rein isoliert 
worden. Auch synthetisch hergestellte sind nicht beschrieben. 
Die vier Fraktionen wurden daher mit Krystallen von syn- 
thetisch hergestelltem Cholesterin-«-linolat*) vom Schmelz- 
punkt 40,5° geimpft. Sie krystallisierten auch nach mebr- 
wochentlichem Stehen nicht. 


b) Sekundirer Atherextrakt (gesittigte Cholesterinester). 


Die aus dem Aceton entnommenen lederartigen Aorten werden 
mehrere Stunden an der Luft liegen gelassen. Sie verwandeln sich 
dabei in durchsichtige spréde Massen. Sie lieBen sich leicht zu einem 
staubfeinen Pulver zermahlen, Dieses wird 6 mal je 48 Stunden mit 
Petrolither (30—40°) extrahiert. Das Filtrat wird von dem ausgefallenen, 
staubartigen Niederschlag abzentrifugiert.2) Nach dem Abdestillieren 
des Athers wird der Extrakt im Vakuum getrocknet. Das braune O1 
erstarrt vollkommen. Die fraktionierte Krystallisation wurde so vor- 
genommen, daB der Riickstand in der gerade notwendigen Menge gelést 
und mit Alkohol bei Zimmertemperatur bis zur gerade beginnenden 
Triibung versetzt wurde. Nach mehrtigigem Stehen in der Kilte wurde 
abfiltriert. Die einzelnen Fraktionen wurde mit diesem Verfahren 
wieder in mehrere Fraktionen zerlegt. Auf diese Weise gelang es, im 
ganzen 11 Fraktionen zu erhalten, die, ohne vorher als Ol auszufallen, 
sofort zu Schmelzpunktsbestimmungen geeignet waren. Die spiiteren 
Fraktionen waren élig und krystallisierten nicht. Weder Impfung mit 
Cholesterinoleat noch mit Cholesterin-«-linolat brachte sie zur Krystal- 
lisation. 


') Noch nicht verdftentlicht. 
*) Der Niederschlag wird zum extrahierten Pulver zuriickgegeben. 
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Nach mehrmaligem (4—10 mal) Umkrystallisieren hatten 
die 11 Fraktionen die folgenden Schmelzpunkte: 








a 


Fraktion .... 1 2 3 41516171 8 i) 10| 11 



































Schmelzpunkt. . . |75,5| 78,5 | 78,5| 76] 64| 80/34] 120 | 147 | 95 | 40 


Fraktion 10 und 11 waren nicht trennbare Gemische. 
Fraktion 9 und 8 waren freies Cholesterin. Fraktion 8 war 
unrein und wurde nicht weiter gereinigt. Fraktion 7 schien 
auch ein Gemisch zu sein, trotzdem der Schmelzpunkt bei 
6fterem Umkrystallisieren nicht mehr in die Hohe ging. 

Die Fraktionen 1—6 zeigen der Reihefolge nach 2 Héhe- 
punkte der Schmelzpunkte. Die Fraktionen 2 und 3 waren 
reines Cholesterinpalmitat. Von der reinen Substanz wurde 
nur eine kleine Menge gewonnen (0,45). 

Der Mischschmelzpunkt mit synthetisch hergestelltem 
Cholesterinpalmitat (mit Schmelzp. 78° war 78°. Mit Mikro- 
Pregl gef. 82,66 und 82,79°/, C: 12,30 und 12,26°/, H; fiir 
C,,H,,0, M.-G. 624,6 ber. 82,61°/, C; 12,26°/, H. Durch 
Spaltung wurde Palmitinsiure vom Schmelzp. 61,5° erhalten 
und 66,32°/, Cholesterin tiber das Digitonid (ber. 61,87° .. 

Fraktion 6 (Siedep. 80°) konnte durch Umkrystallisieren 
nicht weiter gereiwigt werden. Der Mischschmelzpunkt mit 
Fraktion 2 und 3 gab eine Depression von 3° Die nach 
Verseifen isolierte Fettsiure hatte den Schmelzp. 68° Durch 
langsames Fallen der Sfure aus alkoholischer Lésung von 
Bariumacetat (Heintz) und Freimachen der Saure durch HCl, 
war der Schmelzp. 68,5°. Die Siure erwies sich durch Misch- 
schmelzpunkt identisch mit einem Stearinsaéurepriiparat vom 
Schmelzp. 68°. 

Die aus den Fraktionen 10 und 11 gewonnenen Fetts&uren 
hatten die Jodzahl 23 und 47,3. Es waren also im Ather- 
extrakt nur geringe Mengen ungesittigter Ester vorhanden. 


c) Tertiirer Alkoholextrakt (Galaktoside). 


Ein Vorversuch zeigte, daB sich aus dem vollstindig mit Aceton 
und Ather erschépften Pulver mit heiBem Alkohol oder Chloroform 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXVII. ll 
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noch erhebliche Mengen einer leicht krystallisierbaren Substanz extra- 
hieren lassen. 

Das mit Aceton und Ather extrahierte und scharf getrocknete 
Pulver wird in 2 Teilen je 5 mal mit je einem Liter siedendem Alkohol 
iibergossen, 5 Minuten im Sieden gehalten und schnell abgekihlt. Der 
Alkohol wird im Vakuum auf etwa 1 Liter eingeengt. Nach 1 tigigem 
Stehen in der Kialte hat sich ein feiner, krystallisierter, weiBer Nieder- 
schlag abgesetzt (5,57 g). Durch weiteres Einengen werden noch 2,5 g 
gewonnen, die leicht gelblich sind. Die nichsten Fraktionen sind 
schmierig. 


Die Substanz wird aus heiBem Alkohol umkrystallisiert. 
Dabei ging nicht alles in Lésung. Beim Abkiihlen bilden 
sich feine anisotrope Tropfen, die nach wenigen Minuten in 
Nadeln iibergehen, die zu Kugeln angeordnet sind. Die Mani- 
pulation wird 2mal wiederholt. Beim dritten Male ist alles 
in Lésung gegangen. Nach dem Abkiihlen werden 4,34 g 
einer schneeweiBen Substanz gewonnen, die in feinen, stern- 
formig angeordneten Nadeln krystallisiert. Die Substanz ist 
schwer in kaltem, leicht in warmem Alkohol, Chloroform und 
Pyridin léslich. Mit Wasser quillt sie zu einer gelatinésen 
Masse. Sie enthielt 1,14°/, P und 2,60°/, N. Beim Kochen 
mit diinner Schwefelsiure geht in diese ein Zucker iiber. Die 
Substanz hat also einen protagonartigen Charakter. Sie 
fhnelte in ihrem Verhalten auBerordentlich der auf dieselbe 
Weise aus dem Gehirn und aus einem Hypernephrom (Schin- 
heimer!) isolierten Substanz, 

Die Isolierung eines einheitlichen Cerebrosides aus dieser 
verhiltnismaBig geringen Menge schien aussichtslos. Ich be- 
gniigte mich daher mit dem Nachweis der d-Galaktose. 

Aus 3,5 g wurden durch 3 stiindige Hydrolyse mit 1°/,iger 
Schwefelsiure bei 110° 0,345 g Zucker erhalten (nach Ber- 
trand bestimmt, auf Glucose berechnet). Seine von Phosphor- 
siiure und Schwefelsiure befreite wiBrige Liésung wurde zur 
Trockne verdampft und so der Zucker krystallisiert erhalten. 
Er wurde als Galaktose identifiziert?) durch Schmelzpunkt und 





1) Diese Zs. Bd. 168, S. 146 (1927). 
*) Van der Haar, Anleitung zum Nachweis der Monosaccharide 
und Aldehydsiiuren, Berlin 1920. 
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Mischschmelzpunkt seines o-Tolylosazons (Schmelzp. 175°, und 
u-Methylphenyl-osazons ‘Schmelzp. 188%. 


Zusammenfassung. 

i. Es lassen sich aus den Werten der Cholesterin— 
Cholesterinester- und Phosphatidanalysen Kurven aufstellen, 
die nur mit einer Einschwemmung und Ablagerung des schon 
vorgebildeten Gemisches erklart werden kénonen. 

2. Die Hypothese der Kalkbildung iiber die abgespaltenen 
Fettsiuren der Cholesterinester wird abgelehnt. 

3. Der Kalk der atherosklerotischen Aorta entspricht in 
seiner Zusammensetzung dem Knochenkalk. 

4, Aus dem Aortenlipoid konnte isoliert werden: Freies 
Cholesterin, Cholesterin—Oleat, Cholesterin—Stearat, Cholesterin— 
Palmitat. Ferner ein dem ,,Protagon“ nahestehendes Galak- 
tosidgemenge. Die Anwesenheit von mindestens 2iach un- 
gesittigten Cholesterinestern sowie von unverseifbaren, mit 
Digitonin nicht fallbaren Substanzen wurde sichergestellt. 
Neutralfette scheinen nicht enthalten zu sein. 





Die Co-Zymase und ihre Bestimmung. 


Von 
Karl Myrbiick. 


Mit 1 Figur im Text. 





(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 7. Mai 1928.) 





Seit der Entdeckung des Co-Enzyms der alkoholischen 
Girung durch Harden wurde iiber diese wichtige Substanz, 
ihr Vorkommen und ihre Aufgabe im tierischen und pflanz- 
lichen Kohlehydratumsatze, eifrig gearbeitet. GewissermaBen 
steht die Co-Zymase im Brennpunkt des Interesses der Girungs- 
forschung unter anderem weil man hoffen kann, die relativ 
niedrigmolekulare Verbindung in reiner Form isolieren zu 
kénnen. Die Unentbehrlichkeit der Co-Zymase fiir die alko- 
holische Garung, die Glykolyse, die Milchsiuregirung und viele 
andere Kohlehydratspaltungen, die groBe Verbreitung der Sub- 
stanz in Tier- und Pflanzenreich, viele Eigenschaften wie 
Stabilitat, Molekulargewicht, Verhalten zu Reagenzien, wurden 
durch groBe Untersuchungen von Harden, Meyerhof, Neu- 
berg u. a. wie auch in diesem Laboratorium festgestellt. Dem 
in diesen letzten Tagen von gewissen Forschern gefiihlten 
Drang, die Nichtexistenz allerlei wichtiger Substanzen zu be- 
weisen, ist indessen auch die Co-Zymase zum Opfer gefallen. 
Hs diirfte deshalb nicht iiberfliissig sein, noch einmal die Be- 
weise fiir die Existenz eines Co-Knzyms der alkoholischen 
Giurung sowie die Grundlagen fiir dessen Bestimmung experi- 
mentell zu priifen. 

Bekanntlich konnte Harden den Buchnerschen Preb- 
saft durch Ultrafiltration in ein Filtrat und einen Riickstand 
zerlegen, die nicht allein, wohl aber gemischt eine alkoholische 
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Giarung hervorriefen. Der Riickstand ist thermolabil, hoch- 
molekular und enthilt unter anderem die fiir die Girung 
nétigen Enzyme. Das Filtrat enthalt auBer anorganischem 
Phosphat u. a. einen ziemlich thermostabilen, fiir die Girung 
notwendigen Aktivator, die Co-Zymase. Durch die Unter- 
suchungen von Harden und anderen Forschern iiber die zell- 
freie Garung, ist dann gezeigt worden, daB fiir das Zustande- 
kommen der Girung folgendes notwendig ist: 

A. Das Enzymsystem (Apo-Zymase nach Neuberg). 

B. Anorganisches Phosphat (Harden). 

C. Kleine Mengen Hexose-di-Phosphat (Meyerhof).?) 

D. Die Co-Zymase (Harden). 

EK. Eine passende Aciditat soll innegehalten werden (Euler 
und Myrbiack). 

f, Fiir die quantitative Messung der Garungsgeschwindig- 
keit ist es weiter notwendig, die Versuche bei konstanter oder 
wenigstens bekannter Temperatur auszufiihren, und die Girungs- 
gefaBe zu schiitteln, weil sonst die Kohlensiure unter Um- 
stinden sehr unregelmaifBig abgegeben werden kann. Zu ver- 
werfen sind darum u. a. Apparate, wo sich direkt iiber der in 
einem Eudiometerrohr befindlichen garenden Lésung, die ohne 
Schiitteln abgegebene Kohlensiure ansammelt. 

Zu dem obigen ist zu bemerken, da8 hier ohne weiteres an- 
genommen wurde, daB eine zellfreie Girung existiert. Gegen 
die von Kostytschew veroffentlichte Hypothese iiber die Nichtexistenz 
der zellfreien Girung*), wurden schon von verschiedenen Seiten schwere 
Bedenken zum Ausdruck gebracht. In einem friiheren Aufsatze aus 
diesem Laboratorium wurde gezeigt, daB die Annahme Kostytschews 
tiber die Identitiéit der Co-Zymase mit dem die frische Hefe aktivierenden 
Stoff nicht zutrifft. Hier sei weiter folgendes angefihrt: Wire die Girung 
der Trockenhefe nur durch die eventuell anwesenden lebenden Hefe- 
zellen verursacht, muB die Folge sein, da8 die Girungen durch lebende 
Hefe und durch Trockenhefe dasselbe py-Optimum haben, Dies ist aber 
gar nicht der Fall, vielmehr ist das Optimum der lebenden Hefe mehr 


als vier mal breiter als das der Trockenhefe. Zu schlieBen ist, daB wir 
in dem letzten Falle mit der Wirkung des von der Zellstruktur unab- 





1) Diese Zs. Bd. 109, S. 3 (1918). Vgl. auch Euler u. Myrbick, 
ebenda Bd. 183, S. 260 (1924). 
*) Diese Zs. Bd. 168, S. 244 (1927). 
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hangigen Enzymsystemes zu tun haben. Was dann speziell unsere 
Trockenhefe betrifft, sei auf die Untersuchung von Euler und Barthel’) 
iiber das Vorkommen von lebenden Zellen darin hingewiesen. Die von 
ihnen damals gezogene SchluBfolgerung, daB die beobachtete Girung 
der Trockenhefe nur zu héchstens 0,2°/, auf die lebenden Zahlen zuriick- 
gefiihrt werden konnte, kénnen wir nun dahin ergiinzen, daB bei unseren 
neuen Trockenhefen das Verhiltnis: Girungsgeschwindigkeit/Zahl 
lebender Zellen noch viel gréBer ist. Durch Versuche mit Toluol 
wurde dann weiter die behauptete Mitwirkung lebender Zellen noch un- 
wahrscheinlicher gemacht. Vgl. unten. 


A. Die Apo-Zymase. 


Als Apo-Zymase bezeichnen wir nach dem Vorgange von 
Neuberg, das von Phosphat, Hexose-di-Phosphat und Co- 
Zymase befreite Enzymsystem der Hefe. Zur Darstellung der 
Apo-Zymase wird die Struktur der Zellen zerstért, und zwar 
entweder durch Reiben mit Sand nach Buchner oder durch 
Entwissern. Als Ausgangsmaterial kommen also der Buchner- 
sche Saft, die Dauerhefen und der Mazerationssaft nach 
Lebedew in Betracht. Bei den Siften geschieht die Ab- 
trennung der oben genannten Stoffe durch Ultrafiltration oder 
Dialyse, bei geeigneten Dauerhefen einfach durch griindliches 
Waschen mit Wasser. Als Material fiir die Darstellung der 
Apo-Zymase sind die drei Priparate theoretisch etwa gleich- 
wertig, nur miissen sie aus geeigneten Hefen in zweckméBiger 
Weise hergestellt sein. Ob man Trockenhefe, Acetondauer- 
hefe, PreBsaft, Mazerationssaft usw. anwendet, ist gleichgiiltig, 
nur ist es absolut notwendig, die erhaltene Apo-Zymase aut 
vollkommene Freiheit von den zu beseitigenden Stoffen zu 
kontrollieren. Uber die Trockenhefe, gegen deren Anwendung 
von gewissen Seiten”) EKinwiinde erhoben wurden, besitzen wir 





1) Ebenda Bd. 159, S. 85 (1926). Vgl. auch Harden, Biochem. 
Zs. Bd. 19, S. 477 (1925). 

*) Kostytschew, Medwedew u. Kardo-Sysojewa, Diese Zs. 
Bd. 168, 8. 244 (1927). Kluyver u. Struyk, ebenda Bd. 160, S. 110 
(1927). Zu der letztgenannten Arbeit sei bemerkt, daB ,,die geliufigen 
naiven Vorstellungen iiber die Rolle der Enzyme im biochemischen Ge- 
schehen“, kaum durch das von Kluyver und Mitarbeitern verdéffent- 
lichte Tatsachenmaterial erschiittert werden diirften. 
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in diesem Laboratorium seit etwa 20 Jahren Erfahrungen, 
die uns berechtigen, den SchluB zu ziehen, daB unsere 
Trockenhefe und die daraus hergestellte Apo-Zymase fir das 
Studium der zellfreien Girung ebenso gut anwendbar ist wie 
die Safte, aus praktischen Griinden sogar viel besser. Dabei 
wissen wir sehr wohl, daB Trockenhefen aus anderen Hefen 
weniger geeignet sind. Es ist nicht nur notwendig eine unter- 
girige Bierhefe anzuwenden, die Hefe muB dennoch auf die 
Anwendbarkeit gepriift werden. 

Die Herstellung und die Kontrolle der Apo-Zymase aus Trocken- 
hefe fiihren wir folgendermaBen aus. Die von der Brauerei bezogene 
frische Hefe wird sorgfialtig mit kaltem Leitungswasser von Wiirze usw. 
befreit, zentrifugiert und zu einem Wassergehalt von etwa 70°), gepreBt. 
Sie wird dann durch ein feinmaschiges Sieb getrieben und muB in diinner 
Schicht auf Filtrierpapier ausgebreitet, bei Zimmertemperatur vdllig 
trocknen, was etwa zwei Tage in Anspruch nimmt. Nachdem man durch 
einen Vorversuch festgestellt hat, daB die Trockenhefe auswaschbar ist, 
wird eine gréBere Menge in folgender Weise ausgewaschen. 0,5 kg 
Trockenhefe wird mit etwa 10 Liter Wasser in einer geriiumigen Flasche 
eine halbe Stunde maschinell geschiittelt, und dann scharf zentrifugiert. 
Diese Operation wird eine geniigende Anzahl Male wiederholt. In vielen 
Fillen geniigen vier Male, in den meisten acht. Die das letzte Mal 
moéglichst kriftig abzentrifugierte Hefe, die sich durch Vorproben als 
Co-zymasefrei erwiesen hat, wird diinn auf Glasplatten aufgestrichen und 
bei Zimmertemperatur getrocknet (24—48 Stunden). Das trockene, fein- 
gemahlene Apo-Zymasepriparat wird dann gepriift. 

Kin Apo-Zymasepraparat, das zu Studien iiber die Co- 
Zymase und iiberhaupt iiber die zellfreie Girung angewendet 
werden soll, soll folgende Anforderungen erfiillen: 

1. Mit Glucose- und Phosphatlésung bei optimaler Aciditit 
soll es keine Kohlensiureentwicklung geben. 

2. Hexose-di-Phosphat, das die etwaige Induktion hebt, 
soll in Mengen von 1—50 mg zugesetzt, keine Garung veran- 
lassen.!) Dasselbe gilt von dem Acetaldehyd. (Mit Acetaldehyd 





1) Ein Zusatz von Hexose-di-Phosphat ist immer angebracht, ob- 
gleich er bei gewissen Hefen, die keine Induktion zeigen, unterbleiben 
kann. Woraus Struyk (Onderzoekingen over de alkoholische Gisting. 
Diss. Delft 1928) den Schlub& zieht, daB wir bei unseren letzten Arbeiten 
iiber die Co-Zymase den Zusatz von Hexose-di-Phosphat unterlassen 
haben, kénnen wir nicht einsehen. 
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konnten wir auch bei Anwesenheit von Kaliumionen und 
Hexose-di-Phosphat nie unsere Apo-Zymase zur Girung 
bringen). 

3. Mit Wasser eine Minute aufgekocht und dann einige 
Minuten bei 80° gehalten, soll die Apo-Zymase einen Extrakt 
geben, der mit ausgewaschener Hefe, Zucker, Phosphat und 
Hexose-di-Phosphat keine Girung geben darf. Beobachtet 
man eine Garung, so enthielt die Apo-Zymase Co- 
Aymase?) und ist, wenn man Schliisse aus Versuchen mit 
langen Giarzeiten zieht, weniger anwendbar. Die Versuche 
sind aber auch dann so lange anwendbar als in den Kontroll- 
versuchen ohne Co-Zymase aber mit Phosphat und Hexose- 
di-Phosphat jede Girung ausbleibt. 

Die Zuverlissigkeit unserer Apo-Zymase fiir die Bestimmung der 
Co-Zymase geht am besten aus einer Versuchsreihe folgender Art her- 


vor. Die Versuche wurden bei py = 6,3, 5°/, Glucose und 2,5°/, Phos- 
phat in 2 ccm Totalvolumen bei 30° ausgefiihrt. 














Versuch Apo-Zymase Hexose-di-Phosphat 

1. 0,2 ¢g _ — 

2. 0,2 g 5 mg — 

3. 0,2 g 5 mg 5 mg Acetaldehyd 

A. 0,2 g 5 mg 30 mg ” 

5. 0,2 ¢ 5 mg 0,2 cem Hefekochsaft 

6. 0,2 g 5 mg 0,1 mg gereinigte Co-Zy- 

mase: ACo = 50000. 
es eem-Kohlensiure nach 
| 2 | 3 | 4 | 5 | 10 | 20 Stdn. 

ae Se: ee a ey Pe See 

te dee ee een 

8. one — _ mm 1) — | — 

4, _ _ _ “ _ a 

5. 6,8 122 | 16,8 19,4 | 22,1 26,0 ., 26,0 

6. 5,0 9,9 15,2 18,3 | 21,8 26,2 | 26,2 




















1) DaB die Apo-Zymase von Struyk Co-Zymase enthilt, hat 
Struyk selbst in dieser Weise bewiesen. Wie man auf Grund solcher 
Versuche die Nichtexistenz der Co-Zymase sollte beweisen kénnen, ist 
unverstandlich. 





‘ 
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Wenn in ,,Co-zymasefreien“ Proben nach langen Zeiten 
eine Garung beginnt, beruht dies entweder darauf, daB, wie 
oben gesagt wurde, die Hefe nicht Co-zymasefrei, obgleich an- 
fangs inaktiv war, oder darauf, daB méglicherweise vorhandene 
einzelne lebende Zellen sich zu vermehren beginnen. In 
diesem Zusammenhang ist das Verhalten unserer Apo-Zymase 
zu Toluol und anderen Plasmagiften von Interesse. 

Bekanntlich wird manchmal die Garung der Trockenhefe 
durch Toluol wesentlich gehemmt.!) Die Girung der Hefe- 
sifte bleibt dagegen unbeeinflubt. Dies wird so gedeutet, daB 
wir in den Saften mit dem freien Enzymsystem zu tun haben, 
“ wahrend solche Trockenhefen irgendwie noch ihre Zellstruktur 
- beibehalten haben.”) Einige Forscher wollen sogar in der 

Toluolhemmung der Trockenhefe einen Beweis dafiir sehen, 

daB die Girung der Trockenhefe nur durch die Gegenwart 

lebender Zellen bedingt ist. Es ist dann bemerkenswert, daB 
es uns gelungen ist, eine diuferst girkriftige Trockenhefe (und 
daraus Apo-Zymase), herzustellen, die von Toluol u. dgl. gar 
nicht gehemmt wird. Dies hiangt wahrscheinlich mehr mit 
den Eigenschaften der angewandten frischen Hefe als mit der 

Art der Trocknung zusammen: 

Zu jedem Versuch 0,2 g Trockenhefe und 0,1 g Glucose in 2 cem 
, 2,5°/,igen Phosphatlésung bei pq = 6,3. Von den organischen Stoffen 
| wurde so viel zugesetzt, da® auf der damit gesittigten Girlésung eine 


2mm hohe Schicht schwomm. In folgender Tabelle finden wir die 
nach verschiedenen Zeiten entwickelten Kohlensiuremengen: 


























ial Kohlensiiure nach 
15 | 30 | 60 | 75 | 105 | 20 Min. 
Sani. «ex: 34 | 7,8 | 11,5 | 12,4 | 140] 16,6 
: Toluol ea) See ee ORAS 1,6 | 5,5 10,0 | 10,7 | 11,9 14,0 
Atyinovtat . 0 2. wee 1,0 | 4,0 96} 10,2 . 11,4 13,8 
Oktylalkohol........ 0,3 | 1,2 6,8 | 9,7 | 12,0 15,5 








Die Tabelle und die Figur (links) zeigen, daB zwar die Girung 
bei Anwesenheit des Toluols usw. etwas spiiter beginnt, daB sie aber 


1) Diese Zs. Bd. 70, S. 288 (1911); ebenda Bd. 73, S. 91 (1911). 





*) Euler, Alkoholische Girung in Abderhalden Fortschr. der 
Naturw. Bd. 10, S. 68 (1912). 
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mit genau derselben Geschwindigkeit verliuft wie in dem Versuch ohne 
Antiseptikum. Ahnliche Versuche mit Apo-Zymase aus derselben Hefe 
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Minuten 

gaben dasselbe Resultat, auch Versuche mit sehr kleinen Co-Zymase- 

mengen. Die Giirungsgeschwindigkeit unserer Trockenhefe bleibt algo 

von Toluol unbeeinfluBt. Dagegen scheint es, als sollte der Toluolzusatz 

eine kleine Induktion bedingen. Wir fiihren noch einen Versuch mit 

gereinigter Co-Zymase (ACo = 30000) an. 





eem-CQO, nach 





30 | 60 | 90 | 120 | 180 | 240 Min. 
0,1 mg Co-Zymase ohne Toluol | 1,4 | 2,8 | 42 | 5,6 | 8,5 ai 
0,1 mg . mit » (0,6) 1,6] 29 | 42 1 7,0; 9,8 





Die Girungskurven sehen wir im rechten Teil der Fig. 1. Eine 
kleine Induktion ist auch hier in dem Toluolversuch vorhanden, die 
Girungsgeschwindigkeit ist aber unverindert. 

Gezeigt wurde also, dai man aus geeigneten Hefen durch 
gewohnliche Trocknung eine Trockenhefe darstellen kann, die 
eine sehr starke Girung gibt, und die von Toluol gar nicht 
gehemmt wird. Diese Trockenhefe enthalt also, wie man zu 
sagen pflegt, nur freie Zymase. Eine solche Hefe, die sich 


auBerdem sehr leicht von der Co-Zymase vollstindig aus- 
waschen liBt, ist natiirlich, da sie dazu sehr haltbar ist, fiir 
Versuche iiber die zellfreie Giirung und speziell fiir Versuche 
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iiber Co-Zymase sehr geeignet. Damit soll nicht verneint 
werden, daSB Kluyver und Mitarbeiter weniger geeignete 
Trockenhefen aus ihren Hefen gewonnen haben. 


B. C. Anorganisches Phosphat und Hexose-Phosphat. 


Uber die Bedeutung dieser beiden Faktoren fiir die zell- 
freie Girung ist man ziemlich einig. Daf8 eine zellfreie Girung 
des Zuckers ohne anorganisches Phosphat nicht méglich ist, 
behauptete schon Harden, und keine spiiter gefundene Tat- 
sachen sprechen gegen die Richtigkeit dieser Annahme. Mit 
unserer Apo-Zymase, phosphatfreier Co-Zymase, Zucker und 
etwas Di-Phosphat tritt in maiBigen Zeiten keine Girung ein. 
Nach langen Zeiten wird zwar etwas Kohlensiure entwickelt, 
was sicher damit zusammenhingt, daB mit der Zeit aus dem 
Hexose-di-Phosphat durch die Wirkung der in dem Apo- 
Zymasepriparat vorhandenen Phosphatase etwas freies Phosphat 
abgespalten wird, was dann zu neuer Phosphorylierung ver- 
braucht wird. 

Die Wirkung des Hexose-di-Phosphats auf die zellfreie 
Garung, die in einer Aufhebung der sogenannten Induktion 
besteht, ist durch Meyerhofs Untersuchungen wohlbekannt. 
Wie schon oben gesagt, muB man bei Hefen mit Induktion, 
um Tiuschungen zu entgehen, Di-Phosphat zusetzen. }) 

In der diesbeziiglichen Literatur der letzten Jahre kommen 
Angaben vor, da8 sich das Hexose-di-Phosphat in der induk- 
tionshebenden Wirkung durch die Hexose-mono- Phosphate 
ersetzen liBt.?) Was das Robinsonsche Mono-Phosphat be- 
trifft, wurde dagegen hier gefunden, daB es die Induktion nicht 
hebt, sondern vielmehr selbst bei seiner Vergiirung eine In- 
duktion zeigt. Folgende Versuchsreihe, wo eine 5°/,ige Lésung 
des Na-Salzes der Robinsonschen Saure zur Anwendung kam, 
zeigt die Verhiiltnisse: 

Versuch 1. 2 eem Mono-Phosphatlésung, 0,3 g Apo-Zymase, 
2. 2 eem a 0,3 g se 0,2 cem Co- 


Zymase, 
3. dgl. + 5 mg Hexose-di-Phosphat, 





) Meyerhof, a. a. O, 2) Struyk, aa. O. 
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Versuch 4. 0,1 g Glucose, 0,5 cem 10°/, Phosphatpuffer, 0,3 g Apo-Zymase, 
5. dgl. + 0,2 cem derselben Co-Zymaselésung, 
6. dgl. + 0,2cem derselben Co-Zymaselésung, + 5 mg Di-Phosphat. 
In Versuch 4—6 Wasser zu 2 cem. 























—_—-* ’ eem-CO, nach 
so | 860) || 690) | «6150 | 180 | 210 Min. 
| 
i, 0,0 0,0 0,0 - 00 | 0,0 0,0 
2. 0,0 0,0 0,0 0,0 | 0, 0,0 
3. 2.0 4,2 6,3 97 | 10,9 11,5 
4, 0,0 0,0 0,0 0,0 | 0,0 0,0 
5. on | 8} ee 03 | 0,4 0,5 
6. A) RR si 8,5 











D. Die Co-Zymase. 

Unter Anwendung unserer trockenen, wirklich Co-zymase- 
freien Apo-Zymase bestimmen wir die Co-Zymase folgender- 
maBen: 

0,2 g Apo-Zymase, 

0,1 g Zucker, 

0,5 eem 10°/, K-Na-Phosphatlésung von py = 6,3—6,6, 

5 mg Hexose-di-phosphorsaures Natrium, 

Co-Zymaselésung und Wasser zu 2 ccm Totalvolumen. 

Wenn man den Co-Zymasegehalt einer Lésung quantitativ 
bestimmen will, macht man auSer dem blinden (Co-zymase- 
freien) Versuch, eine Reihe Versuche mit steigenden Mengen 
der Co-Zymaselésung, und wird finden, daB, wenn man mit 
maBigen Co-Zymasemengen arbeitet, die Garungsgeschwindig- 
keiten der Co-Zymasemenge proportional sind. Bei groBen 
Co-Enzymmengen findet man dagegen natiirlich eine relativ 
kleinere Garungsgeschwindigkeit. 

- Uber die Ersetzbarkeit der Co-Zymase durch Stoffe be- 
kannter Konstitution ist folgendes zu sagen: Eine Giarung 
konnte Harden’) in ultrafiltriertem PreBsaft durch Zusatz 
von Acetaldehyd erregen, wenn Kaliumionen gleichzeitig an- 
wesend waren. In gewissen Fallen konnte ebenfalls Struyk?) 
in ahnlicher Weise den Ultrafiltrationsriickstand aktivieren, in 


1) Harden, Alcoholic Fermentation, S. 71. 
4) Struyk, Diss. a. a. O. 
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anderen dagegen nicht. Mit Recht schlieBt Struyk, daB von 
einer Ersetzbarkeit der Co-Zymase durch Acetaldehyd (und 
K-Ionen) keine Rede sein kann. Zu den Versuchen von Struyk 
iiber diesen Punkt sei bemerkt, daB sein ,,Riickstand“ wohl 
allein inaktiv war, daB man dagegen nicht weiB, ob er auch 
Co-zymasefrei war. Eine Deutung der diesbeziiglichen Ver- 
suche steht noch aus, mit unserer Co-zymasefreien Apo- 
Zymase konnten wir nie mit Acetaldehyd eine Giarung er- 
regen. Auch iiber die Versuche von Neuberg’), wonach er 
urspriinglich geschlossen hat, daB sich die Co-Zymase durch 
ein Gemisch von «-Ketosiuren ersetzen lat, herrscht Unklar- 
heit. Mit demselben Resultat konnten die Versuche nicht 
wiederholt werden. Unsere Reinigungsversuche haben keine 
Anhaltspunkte dafiir ergeben, da8 Ketosiuren darin ent- 
halten sind. 

Uber die Hinheitlichkeit der Co-Zymase zu zweifeln, dazu 
haben uns unsere Untersuchungen keinen AnlaB gegeben. 
Nach Struyk (a. a. O.), der aus seinen Versuchen den sonder- 
baren Schlu8 zieht, daB keine Co-Zymase existiert, sollten wir 
damit gesagt haben, daB das von uns als Co-Zymase bezeich- 
nete Prinzip, zu Apo-Zymase gesetzt, die normale Giarung be- 
wirkt, Er iibersieht dabei, da8 in allen Versuchen iiber die 
Co-Zymase, die wahrend der letzten Jahre in diesem Labo- 
ratorium ausgefiihrt wurden, auBer dem Substrat sowohl die 
optimale Menge freien Phosphates wie eine fiir die Hebung 
der etwaigen Induktion geniigende Menge Hexose-di-Phosphat 
zu der Apo-Zymase gesetzt wurde. Dieses Gemisch, das auch 
bei langen Versuchszeiten keine Kohlensiure produziert, muB 
mit noch einer, und entgegen Struyks Meinung héchstwahr- 
scheinlich nur einer Substanz komplettiert werden, um die 
alkoholische Girung erzeugen zu kénnen. Diese Substanz ist 
zweifelsohne mit dem Hardenschen Co-Ferment identisch. 
Der Umstand, daB nach Harden sein Co-Ferment von Rici- 
nuslipase-Priparaten zerstért wird, wihrend Myrbick und 
Nilsson’) eine tierische Fettgewebelipase gegen Co-Zymase 





1) Neuberg u. Schwenk, Biochem. Zs. Bd, T1, S. 185 (1915). 
*) Myrbick u. Nilsson, Diese Zs. Bd. 165, S. 140 (1927). 
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unwirksam fanden, bedeutet natiirlicherweise in dieser Hinsicht 
nichts, da einerseits das Ricinuspraparat mehrere Enzyme ent- 
halt, andererseits nicht alle Lipasen alle Ester spalten. Dab 
unsere Co-Zymase, wie Struyk glaubt, mit dem ,,Ko-Enzym“ 
von Haehn und Schieferdecker?) nicht identisch ist, kann 
gewissermaBen richtig sein, da die genannten Verfasser, wie 
sie ausdriicklich hervorheben, die ,,girumfangvermehrenden“ 
Stoffe des Hefekochsaftes untersuchten, und iibrigens in der 
genannten Arbeit die Definition der in den Versuchen mit- 
wirkenden Faktoren etwas diffus erscheint. Daf die Co-Zymase 
von einer typischen Lipase zerstért wird, kénnen wir nicht als 
festgestellt betrachten. Da8 der ,Garumfang“ durch gewisse 
Schutzstoffe vergréBert werden kann, soll natiirlicherweise gar 
nicht verneint werden. Zum Unterschied von der Co-Zymase 
sind solche Stoffe fiir das Eintreten der Girung nicht 
unerlaBlich notwendig. 


In der schon zitierten Arbeit von Struyk findet man u. a. eine 
Besprechung unserer letzten Arbeiten iiber die Co-Zymase, wo aufer 
den oben genannten eine Reihe von Mifverstiindnissen vorkommt. Es 
diirfte nicht notwendig sein, auf alle einzugehen. Daf man aus der 
wechselnden Fallbarkeit durch Bleiacetat keine sicheren Schliisse iiber 
die Identitét von Co-Enzymen ziehen kann, ist wohl einleuchtend. Dab 
ein von uns vor mebreren Jahren hergestelltes Co-Zymasepriparat or- 
ganisch gebundenen Phosphor enthilt und Kohlenhydratreaktionen gibt, 
findet Struyk dafiir sprechend, daB es Kohlehydratphosphate enthilt 
und dadurch die Induktion hebt. DaB unsere spiter hergestellten be- 
deutend aktiveren Priparate eine ganz andere Zusammensetzung haben, 
verschweigt der Verfasser. In unserer Arbeit tiber das Molekulargewicht 
der Co-Zymase, ,,fiihrten wir der Raumersparnis wegen nur die Mittel- 
werte der Girungsgeschwindigkeiten an.“ Daraus schlieBt Struyk, 
da8 wir keine Blindproben ohne Co-Zymase ausgefiihrt haben! 


Nach der Ansicht Struyks ist die Erscheinung, die als 
Co-Zymasewirkung bezeichnet wird, teils durch Aufheben der 
Induktion durch Hexose-Phosphate teils durch Schutzwirkungen 
durch sogenannte Antiproteasen”) verursacht. DaB die Auf- 


1) Buchner u, Klatte, Biochem. Zs. Bd. 8, 8. 520 (1908); Buch- 
ner u. Haehn, ebenda Bd. 19, 8. 191 (1909) und Bd. 26, 8. 171 (1910); 
Haehn u. Schieferdecker, ebenda a, a. O. 

*) 2.0.0. 
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hebung der Induktion in unseren Versuchen nicht mitspielt, 
dirfte nach dem obigen klar sein, da eine Antiprotease fiir 
das Hintreten der Girung notwendig sein sollte, ist an und 
fir sich héchst unwahrscheinlichh Was Struyks Versuche 
betrifft, sind sie, wie er selbst gezeigt hat, mit einer Co-enzym- 
haltigen Apo-Zymase angestellt, und kénnen die Nichtexistenz 
der Co-Zymase aus leicht ersichtlichen Griinden nicht be- 
weisen. (Hingewiesen sei schlieBlich nur darauf, daB Struyk 
in keinem Falle eine Antiproteasenwirkung seines sogenannten 
Schutzsaftes experimentell festgestellt hat.) Aus seinen Ver- 
suchen kénnen wir, auch wenn sie sonst einwandfrei wiiren, 
nicht sehen, daB er die Co-Zymase (kurz gekochten Kochsaft 
von Hefe) in ihrer typischen Wirkung auf die mit Phosphat 
und Hexose-Phosphat versetzte Apo-Zymase, durch irgend- 
welche Schutzstoffe, induktionshebende Stoffe oder ,,einleitende 
Wasserstoffacceptoren hat ersetzen kénnen. Seine Haupt- 
versuche, wo mit einem Schutzsaft (lange Zeit gekocht und also 
praktisch Co-zymasefrei) nebst Phosphat und Hexose-Phosphat 
seine Apo-Zymase aktiviert werden konnte, zeigen, wenn sie 
ohne Vorurteil betrachtet, zwar gewiB eine Girung, die aber 
nach so langen Zeiten beginnt, daB sie mit den Versuchen 
mit Kochsaft (Co-Zymase), wo die Girung unmittelbar einsetzt, 
gar nicht verglichen werden kénnen. Die Fehlschliisse be- 
ruhen zweifelsohne darauf, daB die Apo-Zymase (,,Riickstand“) 
nicht Co-zymasefrei war, so daB also in Wirklichkeit in simt- 
lichen Versuchen Co-Zymase anwesend war, obgleich in solchem 
Zustand, daB sie nicht ohne weiteres nachweisbar war. 


Zusammenfassung. 


Entgegen den in letzter Zeit geiiuBerten Ansichten steht 
die Existenz der Hardenschen Co-Zymase aufer Zweifel. Es 
wurden einige MaBregeln besprochen, die geeignet sind, Trug- 
schliisse im Gebiet der zellfreien Girung zu verhindern. 








Versuche tiber den Kohlenhydratstoffwechsel 
in Trockenmuskel. 


Von 


Hans y. Euler, Edvard Brunius und Stig Proffe. 





(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Stockholm. ) 
(Der Redaktion zugegangen am 19, Mai 1928.) 


Wie friihere Untersuchungen von Euler, Myrback und 
S. Karlsson}) iiber Analogien zwischen dem Kohlenhydrat- 
abbau in Hefe und Muskel ,,als Vorarbeiten betrachtet wurden 
zu einem Vergleich der in tierischen und pflanzlichen Organen 
eintretenden, mit dem Zuckerabbau verkniipften synthetischen 
Reaktionen“, so beziehen sich auch die vorliegenden Versuche 
auf die Komponenten des den Kohlenhydratumsatz im Muskel 
vermittelnden Enzymsystems. Durch Versuche mit verschie- 
denen Muskelpraparaten war vor etwa 4 Jahren gezeigt worden, 
daB aus dem Glykogen zuerst ein reduzierender Zucker ent- 
steht, der danach verestert und gespalten wird. Es hatte 
z. B. ein (graphisch dargestellter) Versuch ergeben, ,,daB wenn 
alles Glykogen gespalten ist, nur etwa 50°/, davon in Milch- 
siure verwandelt worden ist, wihrend etwa 25°/, als redu- 
zierender Zucker wiedergefunden werden konnte“. Es wurde 
damals angenommen, daf die iibrigen 25°/, als Lactacidogen 
vorhanden sind. 

Nachdem Euler und Brunius’*) mit MuskelpreBsaft aus 
Kaninchenmuskulatur die Milchsiurebildung und Aldehyd- 
mutation vergleichend untersucht und die Aktivitéat des 


*) Svensk Kem. Tidskr. Bd. 36, 8. 295 (1924); Diese Zs. Bd. 143, 
S. 243 (1925). 
*) Svensk Kem. Tidskr. Bd. 39, S. 287 (1927). 
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Muskelsaftes quantitativ charakterisiert hatten, wurden von 
Euler und Proffe) die Versuche mit Trockenmuskel weiter- 
gefiihrt. Da schon friihere Versuche aus diesem Laboratorium, 
die mit Muskelextrakt (Rattenmuskulatur) angestellt worden 
waren, hinsichtlich der Bildung und des Verbrauchs von Milch- 
siure sehr variierende Resultate ergeben hatten, so erschien 
es notwendig, die am Kohlenhydratumsatz und Milchsiureumsatz 
im Muskel beteiligten Komponenten des Enzymsystems eingehen- 
der zu untersuchen. Auf unsere friiheren Versuche mit Insulin 
und Adrenalin?) kommen wir an anderer Stelle zuriick. 

Was die Muskel-Co-Zymase betrifft, so ist dieselbe in Fort- 
setzung der von Euler und Myrbiack angestellten Versuche und 
nach der friiher fiir Hefen-Co-Zymase beschriebenen Methodik 
von Gard*) auf einen Reinheitsgrad von ACo = 23000 ge- 
bracht worden. Als Enzymmaterial bei den hier mitzutei- 
lenden Versuchen verwendeten wir Trockenmuskel. Wenn 
man das zur Darstellung der Trockenmuskel zu verwendende 
frische Muskelfleisch bei 0° etwa 4 Tage aufbewahrt, so be- 
sitzt das Trockenpriparat die Fahigkeit zur Milchsiurebildung 
aus Glykogen nur in sehr geringem Grade, aber es erhilt 
diese Fahigkeit nach Zusatz von Hefenkochsaft. Dadurch 
eignen sich solche Trockenpriparate gut zur Untersuchung 
der Wirksamkeit der Co-Zymase. 

Nun hatte sich an einem solchen Muskelpriparat ergeben, 
daB die kraftige Milchsaéurebildung, welche nach Zusatz von 
Hefenkochsaft eintritt, dann so gut wie vollstindig ausblieb, 
wenn der Hefenkochsaft durch ein gereinigtes Co-Zymase- 
praparat ersetzt wurde, das an Co-Kinheiten (gemessen an 
Trockenhefe) den Hefenkochsaft bedeutend iibertraf. Dies 


zeigt folgendes Beispiel: 

Co-Zymasepriiparat von ACo = 16000. Aktivitiit 50 Co/cem, dar- 
gestellt durch Dialyse, Fillung mit PbAc,, Quecksilbernitrat und am- 
moniakalisches Silbernitrat. 

2g Trockenmuskel + 0,2 g Glykogen + 10 cem Puffer + 2 ecm 
Co-Zymaselésung bzw. Kochsaft + 38 cem aq. 


1) Svensk Kem. Tidskr. Bd. 39, S. 295 (1927). 
2) Sieche auch Euler, Nilsson u. Lévgren Bd. 166, §. 91 (1927). 
8) Svensk Kem. Tidskr. Bd. 40, S. 99 (1928), 
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mg Milchsiure 
Stunden 
| 
+ Co-Zymase | + Hefenkochsaft 
0 1,9 3,7 
3 2.5 11,1 
6 2,6 14,0 








Ahnlich war mit diesen Muskelpriparaten das Ergebnis, 
als an Stelle von Glykogen Glucose verwendet wurde, unter 
Zusatz des von Meyerhof') aus Hefenautolysat gewonnenen, 
von ihm als Aktivator angesprochenen interessanten Stoffes, 
den wir einstweilen als MX bezeichnen. Auch mit einem 
Co-Zymasepraparat von ACo = 35000 wurde diese auffallende 
Differenz wieder gefunden, so da8 wir in Erwigung zogen, daB 
unseren hochgereinigten Co-Zymaselésungen ein Aktivator des 
Kohlenhydratabbaues fehlt, welcher im Hefenkochsaft enthalten ist. 

Diese Versuche sind nun an neuen Muskelpraparaten 
wiederholt worden, und, wie gleich vorausgeschickt werden 
mag, hat sich an denselben der erwihnte Unterschied zwischen 
der Wirkung des Kochsaftes und der gereinigten Co-Zymase- 
lésung nicht gezeigt. 

Die Ursache ist vermutlich in dem verschiedenen Zu- 
stand der zu den Praparaten verwendeten Muskeln zu suchen. 
In denselben sind noch verschiedene, je nach der Beschaffen- 
heit der Muskel mehr oder weniger lésliche und extrahierbare 
Hemmungsstoffe und Aktivatoren vorhanden, welche bei 
enzymchemischen Arbeiten sowohl mit Muskelsaft als mit 
Trockenpraparaten zu stark variierenden Resultaten fihren. 

Mit Muskelsaft fiihrten Versuche von Euler, R. Nilsson 
und B. Jansson?) zu einer Anderung der Milchsiurekonzen- 
tration, bei welcher offenbar in zwei verschiedenen enzymati- 
schen Reaktionen einerseits Milchsiiure gebildet, andererseits 
synthetisch verbraucht wird, wie in folgenden Mittelwerten 


zum Ausdruck kommt: 


Stunden 0 4 8 
mg Milchsiéure 5,1 2,3 4,2 





') Biochem. Zs. Bd. 181, S. 189 (1927). 
2) Diese Zs. Bd. 163, S. 212 (1927). 
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Sowohl bei diesen Versuchen wie bei unseren Versuchen 
mit Muskeltrockenpriparaten kommen besonders die von 
Winfield und Hopkins (1915), sowie von Dorothy L. Foster 
und. ©. E. Woodrow’) untersuchten Hemmungskérper aus 
Pankreas in Betracht, die wohl auch im Muskel in stark vari- 
ierender Menge auftreten. 

In diesem Zusammenhang kann erwahnt werden, dab 
K. Meyer?) mit von ihm gereinigten Enzympriaparaten findet, 
daB fir die Milchséurebildung nicht nur Co-Zymase erforder- 
lich ist, ,sondern auch noch bestimmter, leicht spaltbarer 
Phosphorsaureester“, Inwiefern Phosphoraiureester bei unseren 
Versuchen eine Rolle spielen (etwa wie bei der Aufhebung der 
Induktionsperiode der alkoholischen Girung) miissen weitere 
Versuche zeigen. 


Versuchsserie I. 


Das Co-Zymase-freie Trockenmuskelpriparat wurde, wie 
friiher, dargestellt aus Muskel, welche bei 0° 3—4 Tage nach 
dem Schlachten aufbewahrt worden war. Das Trockenpriparat 
wurde bereitet durch Behandlung mit Aceton und Ather. Im 
Vakuumexsiccator ist ein solches Praparat sehr haltbar; noch 
nach 6 Wochen konnte keine Schwaichung der milchsiure- 
bildenden Fihigkeit bemerkt werden. In welchem Grad dieses 
Praparat von Co-Zymase frei ist, geht aus den folgenden Ver- 
suchen hervor. 

a) Versuche mit Glykogen. 

2 g Trockenmuskel + 0,2 g Glykogen + 10 ccm 10°), iger Phosphat- 
puffer py}, = 7,3 + 2 cem Hefenkochsaft bzw. Wasser + aq. auf 50 cem. 

Parallelversuch ohne Zusatz von Glykogen gleichzeitig 
ausgefiibrt. 

Milchsiiure bestimmt nach Hirsch-Kauffmann nach 
Ausfillung des EiweiBes nach Folin-Wu und der Kohlen- 
hydrate nach van Slyke-Clausen. Die Werte der Tabelle 
beziehen sich auf 10 ccm des Reaktionsgemisches. 





1) Biochem. Jl. Bd. 18, S. 562 (1924) und Bd. 19, S. 757 (1925). 
%) Biochem. Zs. Bd. 193, S. 189 (1928). 
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Ohne Kochsaft Mit Kochsaft 
said Mit Glykogen moemcnvennnenie 
Ohne Glykogen Mit Glykogen 
0 4,0 4,2 4,3 
3 4,2 6,6 12,2 
6 4,5 6,8 13,9 











Ohne Kochsaft wird praktisch keine Muilchsiurebildung 
erhalten, nach Zusatz von Co-Zymase tritt Milchsiurebildung 
ein sowohl mit dem Muskelpraparat allein (auf Grund seines 
eigenen Kohlehydratgehaltes) als nach Zusatz von Glykogen. 

b) Versuche mit Glucose + MX. 


2g Trockenmuskel + 0,2 g Glucose + 10 cem Phosphatpuffer + 
5 ecm MX + 2 cem Hefenkochsaft bzw. Wasser + aq auf 50 cem. 
Parallelversuch ohne Zusatz von Glucose gleichzeitig ausgefiihrt. 




















Ohne Kochsaft Mit Kochsaft 
Stunden 
Mit Glucose 
Ohne Glucose Mit Glucose 
0 4,8 4.9 4,9 
3 5,0 7,4 22,2 
6 5,2 7,8 25,2 











Was die Wirkung der Co-Zymase betrifft, so wurde hier 
das gleiche Resultat erhalten wie unter a). Die Milchsiure- 
bildung aus Glucose + MX wird kriftiger als aus Glykogen. 
DaB der Aktivator kein Kohlehydrat enthalt, welches Milch- 
siure liefert, geht aus der Tabelle hervor. Die Zunahme der 
Milchséiure in Abwesenheit von Glucose riihrt von den im 
Muskelpraparat selbst enthaltenen Kohlehydraten her. Durch 
andere Versuche, die hier nicht besonders mitgeteilt werden 
sollen, haben wir uns davon iiberzeugt, daB Zusatz von Glu- 
cose ohne Aktivator nicht zu Milchséurebildung fihrt. 


Versuchsserie II. 


An dem in dieser Weise von Co-Zymase befreiten 
Trockenmuskelpriparat wurde zuerst die Kinwirkung von mit 
Bleiacetat gereinigter Co-Zymase untersucht. Das Dialysat 
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von Hefenkochsaft wurde mit Bleiacetat gefallt, die Fallung 
wurde abzentrifugiert und verworfen. Die Restlésung wurde 
sodann mit Bleiacetat und Natronlauge versetzt. Die dabei 
entstehende Fallung wurde mit Schwefelsiure zerlegt. Das 
erhaltene Co-Zymasepriparat besaB eine Aktivitaét von 50 Co/ecm 
und ACo = 1400. 
2 g Trockenmuskel + 0,2 g Glucose + 10 ecm Puffer + 5cem MX + 
7 eem Co-Zymase + 28 com Wasser. 
Stunden 0 1,5 3,5 
mg Milchsiure/10 cem 4,2 12,6 24,6 
Mit diesem Co-Zymasepraparat wurde eine kraftige Milch- 
siurebildung erhalten. 


Versuchsserie III. 


Das friihere Co-Zymasepraparat wurde mit Alkohol ge- 
fallt. Aktivitit: 50 Co/eem und ACo = 5000. 
2g Trockenmuskel + 0,2 g Glucose + 10 cem Puffer + 5cem MX 
+ 5cem Co-Zymase + 30 ccm Wasser. 
Stunden 0 2 3 
mg Milchsiiure/10 cem 4,6 12,5 16,7 
Auch dieses Co-Zymasepriparat aktiviert, wenn auch 
nicht ganz so stark, wie das friihere. 


Versuchsserie IV. 


Das Co-Zymasepraparat wurde zweimal mit Blei gefallt 
und mit Hg(NO,),. Aktivitat: 90 Co/ccm und ACo = 10000. 
a) Versuche mit Glykogen. 
2g Trockenmuskel + 0,2 g Glykogen + 5 ecm Co-Zymase + 10 ccm 
Puffer + 35 ccm Wasser. 
Stunden 0 3 6 
mg Milchséure/10 ccm 4,2 10,9 14,3 


b) Versuche mit Glucose + MX. 


2 g Trockenmuskel + 0,2 g Glucose + 10 cem Puffer + 5 cem MX + 
5 cem Co-Zymase + 30 com Wasser. 


Stunden 0 1,5 3,0 
mg Milchsiure/i0 ccm 4,6 12,7 22,6 
Die Milchsiurebildung aus Glykogen wie aus Glucose + 
MX wurde von diesem Co-Zymasepraparat aktiviert. 
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Versuchsserie V. 


Das Praparat war zweimal mit Bleiacetat, ferner mit 
Quecksilbernitrat und Silbernitrat gefallt. Co/cm = 210. 


2g Trockenmuskel + 0,2 g Glucose + 5 eem MX + 10 cem Puffer + 
5 cem Co-Zymase + 30 ccm Wasser. , 
Stunden 0 1,5 3,0 

mg Milchsiure/10ecm 4,0 17,7 


Auch hier wurde Aktivierung festgestellt. . 


teeeeaiiae 3 


Versuchsserie VI. 


Das bei,diesem Versuch verwendete Co-Zymasepriaparat 
war das reinste von uns verwendete und besaB eine Aktivitit 
von 150 Co/ecm. ACo = 40000. Dasselbe war hergestellt | 
aus Dialysat durch zweimalige Bleifallung, Quecksilberfallung, 
Silberfallung und Fallung mit Phosphor—Wolframsiure, worauf 
die Siure mit Amylalkohol und Ather ausgeschiittelt wurde. 
SchlieBlich wurde mit Pikrinsaiure gefallt. 





a) Versuche mit Glykogen. ) 
2g Trockenmuskel + 0,2g Glykogen + 10cem Puffer + 3 ccm 
Co-Zymase + 37 cem Wasser. 
Stunden 0 See 
mg Milchsiure/10 cem 4,3 11,6 12,8 

b) Versuche mit Glucose + MX. 


2g Trockenmuskel + 0,2 g Glykose +10 cem Puffer +5 cem MX + 
3 ccm Co-Zymase + 32 ccm Wasser. 


* Stunden 0 3 6 
mg Milchsiure/10 cem 4,4 22,1 24,7 
Auch dieses hochgereinigte Co-Zymasepriparat aktivierte 
die Milchsiurebildung sowohl aus Glykogen als aus Glucose + 
MX mit Trockenmuskel. 








2 ne, 


| 





-caeaamaseiiie 3 


Uber das Pyocyanin, den blaven Farbstoff des Bacillus 
Pyocyaneus. III. Die Konstitution des Hemipyocyanins. 


a 


Von 
2 Fritz Wrede und E. Strack. 





(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Greifswald.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22. Mai 1928.) 


Vor einiger Zeit gelang es uns, durch Ziichtung des Ba- 
cillus Pyocyaneus auf geeignetem Nahrboden eine zur chemi- 
mischen Untersuchung geniigende Menge des blauen Farb- 
| stoffes Pyocyanin zu isolieren.') Die Eigenschaften des Pyo- 
cyanins, soweit sie fiir die folgenden Ausfiihrungen von Wichtig- 
keit sind, mégen nochmals kurz referiert werden: 


“ 


Analyse und Molekulargewichts- Bestimmung des schin 
krystallisierten Stoffes lieBen auf die Formel C,,H,,N,O, 
schlieBen. Die freie Base ist tiefdunkelblau, ihre Salze sind 
weinrot gefirbt. Gegen Sauren ist das Pyocyanin auBerordent- 
lich bestiindig, durch verdiinntes Alkali wird es schon bei 
Zimmertemperatur in einigen Stunden gespalten. Nach der 
Spaltung 14Bt sich ein Kérper, den wir Hemipyocyanin nannten, 


¢zu ungefihr 80°/, des Gewichts vom angewandten Pyocyanin 


3 isolieren. Da die Formel des Hemipyocyanins, fir die wir 
C,,H,,N,O annahmen, ungefahr der fiir die halbe MolekulargréBe 


des Pyocyanins berechneten entspricht, muBte gefolgert werden, 
daB das Pyocyanin bei der Spaltung zwei Molekiile des Hemi- 


— See 


1) Diese Zs. Bd. 140, S. 1 (1924): ebenda Bd. 142, S. 103 (1925). 
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pyocyanins liefert. Das Pyocyanin zeigt rein basische Kigen- 
schaften. Dagegen verhialt sich das Hemipyocyanin wie eine Base 
und zugleich wie eine Siure etwa von der Stiirke eines Phenols: 
es lést sich sowohl in Mineralsiiuren (mit weinroter) als in 
Alkali (mit violettroter) Farbe. Bei der Neutralisation scheidet 
es sich in gelben Krystallen aus den Liésungen ab. Durch 
Bildung eines Methyl- und Athylithers kann im Hemipyocyanin 
eine Hydroxylgruppe nachgewiesen werden. Mit salpetriger 
Saure gibt es einen gelben, schwer léslichen Kérper, fiir den 
wir die Formel eines Nitrosamins diskutierten.) —- Hemipyo- 
cyanin gibt bei der Destillation mit Zinkstaub fast quan- 
titativ Phenazin 

ee, pre 

| | 


|e 

ea ae 
Ks wurde vermutet, daB das Hemipyocyanin ein Derivat des 
Phenazins sein kénnte. 

Diese friiher verdffentlichten Untersuchungen haben wir 
mit inzwischen dargestellten etwas gréBeren Mengen Pyocyanin 
ergiinzen kénnen. Wir stellten fest, daB die Spaltung des Pyo- 
eyanins in alkalischer Lésung von einer Oxydation begleitet 
ist. Wird Pyocyanin in 2°/,iger Natronlauge gelést und in 
einer sauerstoffreien Atmosphire aufbewahrt, so erfolgt zwar 
nach einigen Stunden Farbumschlag nach rot (Hemipyocyanin- 
bildung); wird jetzt aber Luftsauerstoff hinzugelassen, so firbt 
sich die Lésung blauviolett, mit Chloroform laBt sich reines 
Pyocyanin ausschiitteln. Offenbar wird ein Teil des Pyocyanins 
in alkalischer sauerstofffreier Lésung gespalten, indem ein anderer 
Teil des Pyocyanins zu einer farblosen Verbindung reduziert 
wird, die nicht mehr spaltbar ist. Diese Leukoverbindung 
wird durch Luft sofort wieder zu Pyocyanin oxydiert. Eine 
solche Leukoverbindung des Pyocyanins lift sich iibrigens 
leicht durch Reduktion, z. B. mit Natriumamalgam, in saurer 
oder alkalischer Lésung gewinnen; sie wird in alkalischer 





‘) Unterdes haben wir festgestellt, daB es sich um ein Nitroso- 
derivat handeln diirfte, bei dem die Nitrosogruppe in den die Hydroxy!- 
gruppe tragenden Ring eingetreten ist. 


rf 
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Lésung beim Schiitteln mit Luft — ganz ahnlich wie manche 
Indigoderivate — zum Farbstoti zuriickoxydiert. 


Das Hemipyocyanin, daB uns nun in etwas gréBeren 
Mengen zur Verfiigung stand, haben wir durch éftere Subli- 
mation gereinigt. Bei der Wiederholung seiner Analyse wurden 
ein wenig andere Werte wie friiher gefunden. Es mag dies 
einmal damit zusammenhingen, daB sich durch die mehrfache 
Sublimation eine hartnackig dem Hemipyocyanin anhaftende 
Verunreinigung entfernen laBt, andererseits aber auch damit, 
daB die Phenazinderivate bekanntlich recht schwer analysierbar 
sind. Wir analysierten in letzter Zeit nach der Halbmikro- 
methode von Lindner?) (Titration des Kohlenstoffs und Wasser- 
stoffs) Die jetzt sichergestellte Formel fir das Hemipyo- 
cyanin ist C,,H,N,O. Wir hatten friiher eine phenolische 
Hydroxylgruppe nachgewiesen und durften also nun auf Grund 
dieser Formel erwarten, dab das Hemipyocyanin ein Oxy- 
phenazin sei, und zwar entweder «- oder 3-Oxyphenazin: 


~ Hat~ “ Z N 
Fi Fé Be io . a os Pd ike - has O H 
oder | ; 


ae “eee i emg fl il 


8-Oxyphenacin wurde von Kehrmann beschrieben?); sein 
Schmelzpunkt (253°) und seine Eigenschaften unterscheiden sick 
deutlich vom Hemipyocyanin (Schmelzp. 158”. 

c¢-Oxyphenazin war bisher noch nicht bekannt. Seine direkte 
Darstellung nach den iiblichen Methoden gelang uns nicht. 
Uberhaupt scheinen sich «-substituierte Phenazine nicht leicht 
gewinnen zu lassen, wie schon daraus hervorgeht, daB nur ver- 
hiltnismaBig wenige von ihnen bekannt sind, und daB diese 
meist auf recht komplizierten Umwegen gewonnen wurden. So 
stellten Kehrmann und Prunier das «-Aminophenazin, das 
wir zuerst als Ausgangsmaterial fiir das von uns gewiinschte 


~» 


¢-Oxyphenazin benutzen wollten, auf folgende Weise dar:* 


1) Zs. f. analyt. Chem. Bd. 66, S. 305 (1925). 
*) Hely. Chim. Aet. Bd. 7, S. 974 (1924). 


Ss. 
3) Hely. Chim. Aet. Bd. 7, S. 984 (1924). 
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Wir scheuten den hier angedeuteten Weg zur Darstellung 
des «-Aminophenazins nicht. Kine kleine Menge dieses kostbaren 
Stoffes wurde uns auBerdem liebenswiirdigerweise von Herrn 
Prof. Kehrmann- Lausanne iiberlassen. Aber die Hoffnung, da8 
sich aus dem «-Aminophenazin durch Diazotieren das @-Oxy- 
phenazin gewinnen lassen wiirde, erfiillte sich nicht. Selbst bei 
Hinhalten quantitativer Verhiltnisse bei der Diazotierung bildete 
sich nur ein gelbbrauner, schwer léslicher K6érper, der seinen 
Kigenschaften nach sicher kein Oxyphenazin sein konnte, der 
aber auch nicht identisch war mit dem friiher von uns dar- 
gestellten sogenannten Nitrosamin des Hemipyocyanins. Unter 
der Voraussetzung, da8 im Hemipyocyanin das «-Oxyphenazin 
vorliegt, kénnte die Bildung des ,,Nitrosamins“ aus Hemi- 
pyocyanin etwa folgendermafen vor sich gehen: 


N OH N OH 
ng, ig a Pn, 
| + HNO, > | | | | . 
~~ ee NN NGS } 


Aus dem a@-Aminophenazin hatte miglicherweise derselbe 
K6rper entstehen kénnen: 


ql 


ae 
& 
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n. NG, x. OH 

ging, tia ai ai 
| | + HNO, > | | + HNO, 

| | } ; 

aia Sal ae ia alte Pil 


Die Reaktion in diesem Sinne zu leiten, gelang jedoch nicht. 

Ks gliickte uns aber doch, die Synthese des ¢-Oxyphenazins 
durchzufiihren und seine Identitit mit dem Hemipyocyanin zu 
beweisen. Dazu diente folgender Weg: 

Der 1-Methylither des Pyrogallols (Formel I)*) wird durch 
Oxydation in das o-Chinon (Formel IJ) iibergefiihrt.*) Die Aus- 
beute an o-Chinon ist bei der Oxydation mit Silberoxyd in 
Atherlésung schlecht, wie schon Willstitter und Miller er- 
wihnen. Fiir unsere Zwecke erwies sich die Oxydation des 
Methylithers mit Bleisuperoxyd in Benzollésung als geeigneter, 
da wir zur Weiterverarbeitung das o-Chinon nicht zu isolieren 
brauchten. 

Das o-Chinon wird in benzolischer Lisung mit einer Lé- 
sung von 0-Phenylendiamin in Eisessig versetzt. Nach mehreren 
Stunden ist die erwiinschte Kondensation eingetreten: 


OCH, OCH, x. OCH, 
OH ie “NH, 0=~“™ pO a, 
| i + | “= | a 
oe ad NE, OL ag a ee i 
I I iI 


Bei der Reaktion bilden sich zugleich allerlei unerfreu- 
liche Nebenprodukte, bei deren Anwesenheit die Isolierung 
des a-Methoxyphenazins (Formel III) kaum méglich ist. Ihre 
Entfernung gelingt durch einige einfache Kunstgriffe derart. 
daB die benzolische Essigsiiurelisung zuerst mit Wasser, dann 

~ mit Natronlauge ausgeschiittelt wird. Das Methoxyphenazin 





*) Herzog u. Pollack, Mon.-H. fiir Chemie Bd. 25, S. 811 (1904). 
*) Willstitter u. Miller, Chem. Ber. Bd. 44, S. 2179 (1911). 
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wird dann mit 15°/,iger Salzsiure aus dem Benzol heraus- 
geholt. Aus der Salzsiurelésung lassen sich durch Zusatz von 
Natriumnitrit noch gréBere Mengen von Verunreinigungen ent- 
fernen, so daB beim Alkalischmachen der Lésung fast reines 
«-Methoxyphenazin durch Ather aufgenommen werden kann. 
Die letzte Reinigung geschieht durch Sublimation. Das so 
dargestellte @-Methoxyphenazin erweist sich als véllig identisch 
mit dem friiher von uns bereiteten Methylither des Hemipyo- 
cyanins. 

Aus dem Methylaither kann das freie ¢-Oxyphenazin durch 
Erhitzen mit rauchender Bromwasserstoffsiure gewonnen werden; 
es ist dem Hemipyocyanin in allen Eigenschaften gleich. 

Somit ist das Hemipyocyanin mit «-Oxyphenazin identisch. + 
Unseres Wissens ist hier zum erstenmal der Nachweis eines 
Phenazinderivates als Stoffwechselpradukt von Lebewesen er- 
bracht worden. Woraus die Bakterien das relativ komplizierte 
Ringsystem bilden, konnte noch nicht in Erfahrung gebracht 
werden, Bei Zusatz verschiedener Aminosiuren zu den Kul- 
turen war eine Vermehrung der Farbstoffbildung nicht fest- 
zustellen. Auch scheint der Bacillus Pyocyaneus aus q@-Oxy- 
phenazin kein Pyocyanin zu bilden, denn in Kulturen, die als 
Kohlenstoffquelle nur Traubenzucker und «-Oxyphenazin ent- 

: hielten, bildete der Bacillus keinen Farbstoff.) 

Zur Klairung der Konstitution des Pyocyanins selbst muB 
noch weiteres Material gesammelt werden. Da das Pyocyanin, 
wie oben erwiihnt, keine phenolartigen Kigenschaften zeigt, darf 
mit einer Veriinderung der Hydroxylgruppen der beiden Oxy- 
phenazinmolekiile gerechnet werden. Vermutlich sind diese 
Hydroxylgruppen mit den beiden im Pyocyanin auferhalb der, 
Phenazinringe vorhandenen Kohlenstoffatome verbunden. Weiter- 
hin mu8 mit einer partiellen Hydrierung gerechnet werden. 





') Wihrend der Drucklegung der vorliegenden Arbeit erhielten wir 
Kenntnis von den Befunden von H. Braun- Frankfurt, daB nimlich der 
Bac. Pyocyaneus auf Substraten wiichst und Farbstoff bildet, die neben 
anorganischem Material nur Milchsi&ure als Kohlenstoffquelle haben. 
Wir konnten diese Beobchtung [vgl. auch Friedlein, Biochem. Zs. 
Bd. 194, S. 273 (1928)] bestiitigen. 
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Anhangsweise sei hier noch erwihnt, daB versucht wurde, die Ver- 
bindung von der Formel C,H,O,, die Perkin und Steven’) bei der 
Einwirkung von Amylnitrit auf Pyrogallol erhielten und fiir die sie die 
Formel eines o-Chinons des Pyrogallols 


wahrscheinlich machten, zu kondensieren. Dabei wurde nicht eine Spur 
des sehr leicht nachweisbaren «-Oxyphenazins erhalten. Auch diese Beob- 
achtung diirfte gegen die chinoide Natur obiger Verbindung sprechen, 
an der ja schon Willstitter und Miiller Zweifel iuBerten.?) 

Weiterhin wurde versucht, das Monacetat des Pyrogallols*) in 
iitherischer Lésung mit Silberoxyd in das o-Chinon iiberzufiihren und 
dies mit Phenylendiamin zu kuppeln. Auch dieser Versuch miBlang. 
Es hitte sich hier das Acetat des «-Oxyphenazins bilden miissen, von 
dem zu hoffen war, daB es leicht von seiner Acetylgruppe hiitte befreit 
werden kénnen. 


Experimentellier Teil. 
Reines Hemipyocyanin. 

Das Hemipyocyanin wird aus dem Pyocyanin durch Ein- 
wirkung von 2°/,iger Natronlauge in der friiher geschilderten 
Art gewonnen.*) Das mit Ather extrahierte Hemipyocyanin 
wird mit warmem Benzol aufgenommen. Der aus dem Benzol- 
extrakt gewonnene Riickstand ist schon ziemlich rein (Schmelz- 
punkt 153°). Sein Gewicht ist etwa 70°/, des angewandten 
Pyocyanins. Das Hemipyocyanin wird noch 3 mal im Vakuum 
sublimiert. Der Schmelzpunkt steigt dann auf 158° (unkorr,). 

16,207 mg Substanz brauchten 19,88 cem n/10-Ba(OH), fiir C und 


6,62 eem n/10-Ba(OH), fiir H. 
2,697 mg Substanz gaben 0,333 eem N (775 mm, 22°). 


0,749 mg ” in 11,466 mg Campher gaben eine Depression 
von 12,8°. 
C,,.H,N,O. Ber. 73,439, © 411°, H 14,299, N 196 Mol-Gew. 
Gef. 73,60 4,12 14,57 204. 


Der Kérper zeigt die friiher beschriebenen Eigenschaften. 





1) Soe. Bd. 89, S. 802 (1906). 

%) A.a. O. 

3) Knoll & Co., D.R.P. 122145; Chem. Zbl. 1901, II, 8, 250. 
*) Diese Zs. Bd. 140, S. 12 (1924). 
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Chloroaurat des Hemipyocyanins. 
Das Salz wird wie friiher angegeben dargestellt. 


27,726 mg Substanz brauchten 12,39 cem n/10-Ba(OH), fiir C und 
4.96 cem n/10-Ba(OH), fiir H. Der Glihriickstand war 10,166 mg Au. 
C,,H,N,O - HAuCl), (536,1). 
Ber. 26,86°/, C 1,69 °/, H 36,78 °/, Au 
Gef. 26,81 1,80 36,67. 


Einwirkung von salpetriger Sdéure auf w-Aminophenazin. 


Das a-Aminophenazin wurde nach der Vorschrift von Kehrmann 
und Prunier'’) dargesteilt. Die roten Krystalle werden in verdiinnter 
Schwefelsiure gelést und mit einem Uberschu8 von Natriumnitrit ver- 
setzt. Es fiallt ein gelbbrauner, amorpher Korper aus, der im Vakuum 
tiber P,O,; getrocknet wird. 


1,894 mg Substanz gaben 0,380 cem N (750 mm, 15°). 
Gef. 23,56°/, N. 

Fiir das friiher von uns dargestellte ,,Nitrosamin’’ des Hemipyo- 
cyanins wurden 17,45°/, N gefunden. Die Kérper unterscheiden sich aber 
auch dureh ihr Verhalten bei der Reduktion, die zweckméBig mit 
inetallischem Zinn in salzsaurer Liésung vorgenommen wird. Das Derivat 
des Hemipyocyanins zeigt bei der Reduktion Farbiinderung von gelb 
nach braun, weinrot, blutrot, griin, weinrot, das des a-Aminophenazins 
zeigt anfangs braungelbe Firbung, die sich im Laufe der Reduktion 
etwas aufhellt. Da die Stoffe nicht krystallisieren, wurde von einer 
weiteren Untersuchung abgesehen. Der Nachweis ihrer Verschiedenheit 
schien gentigend gesichert. 

Weiterhin wurde versucht, das «-Aminophenazin zu diazotieren 
und die Diazogruppe in tiblicher Weise durch die Hydroxylgruppe zu 
ersetzen. Zu dem Zweck wurde das «-Aminophenazin in verdiinnter 
Schwefelsiure gelést und mit den berechneten Mengen Natriumnitrit be- 
handelt. Das beim Erwiirmen zu erwartende «-Oxyphenazin konnte aber 
nicht nachgewiesen werden, obgleich sein Nachweis wegen seiner charak- 
teristischen Farbreaktion auch in kleinsten Menge sehr leicht ist. Der 
Versuch, die Diazotierung in ziemlich konzentrierter Schwefelsiiure (s. 
G. 1,68) vorzunehmen, verlief ebenfalls negativ. 


-Methoxyphenazin. 


5g des nach Herzog und Pollack’) bereiteten Pyro- 
gallol-1-methylithers werden in etwa 200 ccm _ trocknem 


1) Helv. Bd. 7, S. 984 (1924). 
*) A. a. O. 

















Uber das Pyocyanin, den blauen Farbstoff des Bacillus Pyocyaneus. 185 


Benzol gelést und mit 20g getrocknetem pulverisiertem 
Bleisuperoxyd versetzt. Nach 6 Stunden, wihrend welcher 
Zeit 6fters umgeschiittelt wird, wird die dunkelbraune Fliissig- 
keit abfiltriert, und mit einer Liésung von 4 g Phenylen- 
diamin in etwa 30 ccm Kisessig versetzt. Die Lésung bleibt 
nun 24 Stunden bei Zimmertemperatur stehen. Dann wird 
im Scheidetrichter 2 mal mit je etwa 300 ccm Wasser aus- 
geschiittelt, danach mit soviel 5°/,iger Natronlauge, daB die 
Lésung nach dem Schiitteln stark alkalisch bleibt. Die ab- 
gehobene Benzollésung wird nun mit 15°/,iger Salzsiure aus- 
geschiittelt, die Salzsiurelésung wird mit einem gehorigen Uber- 
schuB von Natriumnitrit versetzt. Nach kurzer Zeit wird zu ihr 
so viel Natronlauge gegeben, daB die Lésung eben alkalisch 
ist. Dann wird mit Ather 2—3 mal ausgeschiittelt. Beim 
Abdampfen des Athers hinterbleibt ziemlich reines «-Methoxy- 
phenazin, das durch mehrfache Sublimation im Vakuum ge- 
reinigt wird. 

17,420 mg Substanz brauchten 21,64 cem n/10-Ba(OH), fiir C und 
8,20 cem n/10-Ba(OH), fiir H. 

4,581 mg Substanz gaben 0,536 mg N (760 mm, 21°). 

C,;H,)N,O (210,17). Ber. 74,269/, C 4,80°%, H 18,339, N 
Gef. 74,54 4,74 13,59. 

Die Substanz bildet hellgelbe Nadeln vom Schmelzp. 169° 
(unkorr.). Ihr Verhalten ist ganz gleich dem des friiher be- 
schriebenen Hemipyocyaninmethylithers. Gleiche Mengen der 
beiden Kérper gemischt zeigen keine Spur einer Schmelzpunkts- 
depression. 

a-Oxyphenazin. 


Das «-Methoxyphenazin wird mit etwa der 50fachen Menge 
rauchender Bromwasserstoffsiure im Rohr 5 Stunden auf 100° 
erhitzt. Die Lésung wird mit Wasser verdiinnt und mit so- 
viel Natronlauge versetzt, daB sie gerade noch etwas sauer ist. 
Dann wird mehrmals mit Ather extrahiert, solange dieser sich 
noch gelb firbt. Die Atherextrakte werden mit einer etwa 
10°/,igen Natronlauge durchgeschiittelt: Das a-Oxyphenazin 
geht in die alkalische wiBrige Lisung, die sich violettrot 
firbt. Diese wird nun mit Ather iiberschichtet und mit Essig- 
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siure gerade angesiuert: Das «-Oxyphenazin geht beim Schiitteln 
in den Ather. Nach dem Abdampfen wird der Riickstand mehr- 
mals im Vakuum sublimiert. 


18,386 mg Substanz brauchten 22,50 cem n/10-Ba(OH), fiir C und 
7,80 ccm n/10-Ba(OH), fiir H. 
3,236 mg Substanz gaben 0,396 cem N (774 mm, 21°). 


C,,H,N,O (196,1). Ber. 73,489/, © 4,11°/, H 14,299, N 
Gef. 73,42 4,27 14,47 
Die eigelben Krystalle schmelzen bei 158° (unkorr.), bei 
demselben Schmelzpunkt, den wir fiir das reine Hemipyocyanin 
fanden. Der Ké6rper zeigt auch sonst die gleichen Eigen- 
schaften wie das aus Pyocyanin bereitete Hemipyocyanin. Der 
Mischschmelzpunkt der beiden Substanzen liegt scharf bei 158°. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danken 
wir fiir die Uberlassung von Mitteln, die zur Durchfihrung 
der Arbeit benédtigt wurden. Weiterhin méchten wir nicht 
verfehlen, Herrn Prof. Kehrmann-Lausanne fir die Uber- 
lassung von etwas «-Aminophenazin und auch fir sein Interesse 
und seine vielfachen Anregungen zu danken. 














Zur Kenntnis der Proteasennatur. 
(I. Mitteilung,) 


Das Verhaltnis der Amido- und Carboxylgruppen 
in verschiedenen Pepsinpraparaten. 
Von 
J. A. Smorodinzew und A. N. Adowa. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Laboratorium fir biologische Chemie der 2. Moskauer Universitat und der 
chemotherapeutischen Abteilung des Tropeninstituts.) 


(Der Redaktion zugegangen am 20. Mai 1928.) 


A. Theoretischer Teil. 


Die Frage nach der Natur der Fermente bildet eines der 
anziehendsten und aktuellsten Probleme nicht nur der bio- 
logischen Chemie, sondern auch der gesamten Biologie. Zur 
Lésung dieses Problems sind von verschiedenen Forschern die 
mannigfachsten Wege betreten worden, das Ziel blieb jedoch 
unerreicht. In den letzten Jahren versuchte R. Willstaitter 
mit seinen zahlreichen Schiilern diese Frage vom Standpunkte 
der praparativen organischen Chemie zu lésen. Samtliche Be- 
strebungen, ,reine“ Fermente darzustellen, sind bis jetzt noch 
fehlgeschlagen. Je reiner das Ferment wurde, je peinlicher 
es von den eiweiBartigen und anderen Beimengungen gereinigt 
wurde, um so weniger bestiindig wurde es, um so leichter verlor 
es seine Aktivitiit. Bei den Isolierungsversuchen entschliipfte 
das aktive Prinzip unvermerklich unter den Hinden der For- 
scher. Deshalb ist es kaum zu verwundern, daB manche Ver- 
fasser geneigt waren, die materielle Natur der Fermente zu 
bestreiten und ihre Wirkung nur fiir eine AuBerung einer 
eigenartigen Knergie anzunehmen. Diese Anschauung kann 
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nur fiir eine extreme Ubertreibung angesehen werden.}) In 
letzter Zeit finden wir viele Griinde, zu hoffen, daB die Lé- 
sung des Geheimnisses der Fermentwirkung auf dem Wege 
der Kolloidchemie gefunden werden kann. 

Effront’) hat als einer der ersten die Vermutung aus- 
gesprochen, daB das umfangreiche kolloide KiweiBmolekiil nur 
als Grundlage, als Trager des wirksamen Fermentprinzips 
wirkt, und daB das letztere héchstwahrscheinlich zu den ein- 
fachen Koérpern mit kleinem Molekulargewicht, vielleicht sogar 
zu den mineralen Verbindungen gehort. 

Noch vor kurzem neigte eine groBe Zahl der Forscher 
zugunsten der EKiweiBnatur der meisten Fermente. Will- 
stitter fertigte sehr reine und stark wirksame Priparate von 
Invertase, pflanzlicher und animaler Lipase, Amylase und Per- 
oxydase an und konnie sie auf Grund der Untersuchung ihrer 
chemischen Eigenschaften weder zu den Eiweifen noch zu den 
Kohlehydraten zurechnen; sie sollen gleich den 'l'oxinen und 
Antitoxinen einer besonderen Klasse noch unbekannter organi- 
scher Verbindungen angehéren und ihr Molekiil soll aus einer 
aktiven Gruppe, die von einem kolloiden Substrat adsorbiert 
ist, bestehen.*) Noch ausfiihrlicher ist die Theorie einer eigen- 
artigen kolloid elektrolytischen Struktur der Fermente von 
Hugounenq und Loiseleur‘) ausgebaut worden. Elektiv an 
kolloide Mizellen adsorbierte Metalloxyde oder Ionen besitzen 
ihrer Meinung nach ausgesprochene Fermenteigenschaften. So 
steht Glykogen, welches Mn adsorbiert hat, an Charakter und 
Stirke der Wirkung keineswegs den natiirlichen Oxydasen 
nach; Lezithin, welches Bi, Mn oder Fe adsorbiert hat, besitzt 
in alkalischem Milieu die Kigenschaften einer echten Katalase. 
Diese Tatsachen erlauben den Verfassern, von der teilweisen 
Vollfiihrung der Fermentsynthese zu sprechen. 

Laut der Theorie von Hugouneng und Loiseleur stellen 





J. A.Smorodinzew, Die Fermente des Pflanzen- und Tier- 
reichs Bd. 1 (1), S. 187, Moskau 1915; (2) S. 190, Moskau 1922, russisch. 

*) Les catalyseurs biochimique ete. 19, Paris 1914. 

) Chem. Ber. Bd. 55, S. 3601 (1922). 

4) C. r, Bd. 181, 149 (1925); Bull. chim. biol. Bd. &, S. 523 (1926). 
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die Fermente eine eigenartige kolloide Lésung eines Krystalloids 
dar, wobei das Krystalloid in dieser Lésung seine Kigenschaften 
beibehalt und chemisch wirkt. Gleichzeitig besitzt es jedoch 
auch die Eigenschaften und simtliche Vorteile der Dispersitit 
des Kolloids, an dessen Mizellen es adsorbiert ist. So besteht 
das Pepsin aus einem kolloiden eiweiBartigen Substrat, welches 
die Eigenschaft besitzt, Chloranionen in aktiver Form an die 
Lésung abzugeben, da die Pepsinmizellen die Kationen elektiv 
adsorbieren. Die Verfasser schreiben diese Eigenschaft dem 
Uberwiegen der COOH-Gruppen an der Oberfliche der Pepsin- 
mizelle und ihrer negativen Ladung zu. Zugunsten der Siure- 
eigenschaften des Pepsinmolekiils sprechen ebenfalls die Beob- 
achtungen von Elblinger und Funk’), daB Pepsin mit Barium 
und Schwermetallen Salze bildet. Duirekte Bestimmungen der 
elektrischen Ladungen des Pepsins ergaben widersprechende 
Resultate: wihrend Bokorny, Michaelis und Davidsohn?), 
Michaelis und Mendelsohn’) die aktiven EKigenschaften den 
Pepsinkationen zuschreibt, wird die EiweiBhydrolyse nach 
Pekelharing und Ringer‘), und nach Northrop) im Gegen- 
teil durch die Pepsinanionen hervorgerufen. 

Ohne das Wesen der Theorie von Hugouneng und 
Loiseleur zu beurteilen, glauben wir, daB diese sehr inter- 
essante Theorie jedenfalls einer genaueren Priifung wert ist, 
und ihre Ausgangspunkte nehmen wir als eine Arbeitshypo- 
these zum Versuch einer experimentellen Lésung der Frage 
nach der Natur der Proteasen und ihrem Wirkungsmechanis- 
mus an. Laut dieser Theorie miissen die Unterschiede in der 
Aktivitit einzelner Pepsinpriiparate auf dem verschiedenen Ge- 
halt an COOH- und NH,-Gruppen beruhen, die zu einer elek- 
tiven Adsorption von Ionen beitragen. Das Experimentieren 
mit ,reinen“ Priparaten war fiir uns bei dem gegenwirtigen 
Zustand der Fermentlehre unerreichbar, wir muBten uns des- 





1) Biochem. Zs. Bd. 191, S. 186 (1927). 

*) Biochem. Zs. Bd. 28, 8. 1 (1910). 

3) Biochem. Zs. Bd. 61, S. 1 (1914). 

4) Diese Zs. Bd. 75, S. 282 (1911). 

°) Science Bd. 53, S. 391 (1921); Jl. gen. physiol.Bd. 6. 8.377 (1924). 
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halb auf die Untersuchung von Gemischen, die eine mehr 

oder weniger groBbe Menge des aktiven Ferments enthalten, 
beschrinken. Wir sammelten eine Reihe von Pepsinpripa- 
raten, bestimmten auf verschiedenem Wege ihre proteoklasti- 

sche Kraft und versuchten dann einen Zusammenhang zwischen 

der Aktivitit der Praparate und ihrem Gehalte an NH,- und 
COOH -Gruppen herauszufinden. Obgleich wir es nicht mit 
individuellen Substanzen, sondern mit Gemischen zu tun hatten, 
konnten wir jedoch feststellen, daB das Verhiltnis NH,/COOH 

fiir jedes Priparat konstant ist (vgl. Tab. 1) 


Tabelle 1. 














— Konzen- NH,-Gruppen | COOH-Gruppen 
re tration pro 1g Priparat] pro 1g Priparat} NH,/COOH 
in °/, in mg in mg 
3,46 1,83 15,48 0,38 
5,16 1,38 11,26 0,40 
10 4,26 3,43 19,13 0,58 
10 5,17 8,35 19,94 0,54 














In unserer Arbeit trat ein Zusammenhang und ein volliger 
Parallelismus zwischen dem Totalstickstoffgehalt, dem Ver- 
haltnis der NH,- und COOH-Gruppen, dem Gehalt an Amino- 
siuren und Polypeptiden, dem EinfluB auf das p,, des Lisungs- 
mittels einerseits und der proteoklastischen Kinwirkung der 
Praparate auf verschiedene Kiweifstoffe andererseits mit Deut- 
lichkeit hervor. 


Experimenteller Teil. 


Methodik der Untersuchung. 


1. Der Totalstickstoff wurde nach Kjeldahl in 0,5¢ des ‘ 
Trockenpriiparates oder 5 ecm des fliissigen bestimmt. 

2. Der NH,-Stickstoff wurde im Apparat von van Slyke be- 
stimmt; 10 cem einer 8—5 °/, igen Fermentliésung in HCl von py =1,61, 
wurden mit gleicher Geschwindigkeit 5 Minuten lang geschiittelt. 

3. Die Bestimmung der COOH-Gruppen wurde in derselben 
Lésung wie die NH,-Gruppen durch Titration mit 0,2n-NaOH auf 
Thymolphthalein nach Willstitter ausgefihrt: 
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I. Titration: 10cem Ferment + 10cem 96° igen Alkohol + 2 ccm 
0,5°/,iger alkoholischer Thymolphthaleinlésung bis zur schwachen blau- 
griinlichen Farbe. 


II. Titration in derselben Lésung nach Hinzufiigung von 140 ccm 
kochenden Alkohol. 

4. Elektrotitration mit 0,2 n-NaOH. 

5. Die aktuelle Reaktion wurde auf elektrometrischem Wege 
mit einer Chinhydronelektrode bestimmt. 

6. Die verdauende Kraft einer 1°/,igen Fermentlésung in HC! 
von einer Aciditét 30 (etwa 0,1°/,) wurde gegeniiber Edestin, Casein, 
Fibrin, Eieralbumin und Muskeleiweif festgestellt. 

Die Ergebnisse unserer Versuche sind an den Tabellen 
und Protokollen angefiihrt. Auf Grund unserer Versuchsergeb- 
nisse kénnen die untersuchten Priparate ihrer Wirksamkeit 
nach in 3 Gruppen eingeteilt werden: a) starke, b) mittel- 
starke, c) schwache. 


Die starken Priparate besitzen einen hdheren Prozent- 
satz des Totalstickstoffs, des Amidostickstoffs und der Carboxyl- 
gruppen; das Verhiltnis NH, /COOH bewegt sich bei diesen 
um 0,75 (0,55— 0,76), die Peptide iiberwiegen iiber den Amino- 
siuren (COOH-Polypept /COOH-Aminosiiure = 2,64—3,41); die 
proteoklastische Kraft schwankt zwischen 160—1280 Einheiten 
nach Gross. Die schwachen Praiparate mit einer proteoklasti- 
schen Kraft von 40 Einheiten sind durch einen niedrigen Ge- 
halt an Amidostickstoff und Carboxylgruppen charakterisiert; 
das Verhiltnis NH, /COOH ist kleiner als 0,5 (0,39—0,41), die 
Zahl der Polypeptidcarboxyle iibertrifft diejenigen der Amino- 
siiuren nicht mehr als um 1,5 mal (Tab. 2). 


Die Resultate der Titration nach Willstitter werden 
durch die konduktometrische Titration mit 0,2n-NaOH be- 
statigt. Die schwachen Priparate mit verhiltnismiBig gréBerem 
Gehalt an COOH-Gruppen der Aminosiuren ergeben einen 
steileren Aufstieg der Kurve im Vergleich mit den stirkeren 
Priiparaten, bei welchen das Uberwiegen der Peptide iiber die 
Aminosiiuren stirker (um 3 mal) ausgesprochen ist (Kurve I 
und JI). Unsere Angaben stimmen mit den Beobachtungen 
von Aldrich iiberein, welcher beobachten konnte, daB mit 
der allmihlichen Reinigung des Priparates die Zahl der Amino- 
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Tabelle 
cee: W588 aw. mS 
as iF > Sb 8 oS BOS wp = 
Nr. des Bezeichnung "= BB 7 Ee-Bs wes 5 
Ferments | des Priiparates Saiia |] SYiag | 27 ae e- 
ok mM i Z men = 
Zs ey TRS & 7, on Zz 
I. Gruppe. | 
Maximale | 
Wirksamkeit. 
2 Parke and Davis.| 137,0 21,42 29,34 0,76 a | 
16 Merck ... . 39,1 27,37 10,70 0,69 | 
10 Semski Sojus . . 29,0 11,82 3,43 0,58 | 
21 Kiet... . 41,1 19,17 7,87 0,55 | 
14 «x we 7,3 23,00 1,68 0,55 | 
11 Kébler . . . . 9,0 16,84 1,52 0,53 | 
111) | Kohler . . . .| 143,1 16,84 24,18 0,53 | 
II. Gruppe. | 
Mittlere 
Wirksamkeit. | 
12 Goslaborsnabjenie 10,0 18,89 1,89 0,57 
1 Ferrein . . . . 6,8 22,01 1,50 0,56 | 
1 Ferrein . . . . 6,4 18,83 1,21 0,47 | 
3 Ferrein . .. . 6,6 16,30 1,08 0,46 | 
s Kahlbaum . . 11,3 23,07 2,61 049 |) | 
III. Gruppe. oa | 
Minimale | | 
Wirksamkeit. | 
6 Ferrein . . . 6,9 20,05 1,38 0,40 || 
9 Kohler. . . 7,2 13,59 0,98 041 |) 
22 Gosmedtorgprom 1,8 31,08 0,55 0,39 
13 ee oat 7,4 21,27 1,57 0410 | 




















!) Nr. 11 zeichnet sich unter anderen Priparaten durch grobe Bei- 
mischung von unldslicher Stiirke aus. Zwecks annihernder Bestimmung 
der Menge des in 0,1°/, HCl lésbaren Pepsins wurde die der 6 °/, igen 
Lésung entsprechende Anwage genommen. Nach '/, stiindigem Schiitteln 
wurde die Stiirke abfiltriert, 50 cem Filtrat auf dem Wasserbad ab- 
gedampft, der Rest iiber Schwefelsiiure getrocknet und gewogen. Aut 
den trockenen Riickstand wurden die Ergebnisse des Protokolls Nr. 11 : 
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oO 5 m:5 8 Oo So a ai) 5 5 2 x = o 
Ons ie > Ow = one OT ES = 
123,9 2,28, 91,43 2,82 32,47 1280 
50,3 1,68, 38,90 3,41 11,4 640 
19,13 1,75, 14,06 2,77 5,07 640 
45,97 1,68, 31,91 2,64 12,06 320 
9,85 1,71, 7,27 2,81 2,58 80 
9,27 1,45, 7,138 3.33 2,14 80 
147,4 1,45, 113,40 3,31 34,00 80 
10,78 1,52, 0,92 1,01 4,56 160 
8,56 1,64, 4,41 1,06 4,15 80 
8,30 1,44 4,34 1,09 3,96 80 
7,48 1,47, 5,04 2,07 2,44 80 
17,05 1,71 12,21 2,52 4,85 SU 
11,26 1,70 6,71 1,50 4,64 80 
7,67 1,50, 4,65 1,54 3,02 40 
4,43 1,52, 2,54 1,34 1,39 40 
12,48 1,50, 5,82 OST 6,65 407 

















umgerechnet. Dabei wurde festgestellt, daB Nr. 11 15 mal weniger in 
HCl lésliche Stoffe enthilt als andere Priiparate. Dieser Umstand konnte 
natiirlich nicht ohne Einflu8 auf die gewonnenen Werte bleiben. Wir 
beabsichtigen spezielle Versuche mit diesem Priiparat anzustellen, sowie 
mit Nr. 14, die wie es scheint, viele in 0,1°/; HCl ldsliche Be- 
mischungen enthilt. 
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siuren herabgesetzt und die Aktivitat verstirkt wird.’) Bei 
Lésung der schwachen Priparate in HCl von der Aciditat 30 
(p,, = 1,61,) wird das p, nach der sauren Seite verschoben, 
wihrend die starkeren Priparate das p,, nach der alkalischen Seite 
verschieben und um so mehr, je gréfer ihre Wirksamkeit ist. 

In den fliissigen Praparaten begegnen wir denselben Ver- 
hiltnissen. Es standen uns zwei natiirliche Hundemagensifte 
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com 027 NaOH 
konouktomertrise Titration:i——N6, 2 


a, A/o 


zur Verfiigung, die zu verschiedener Zeit aus dem Labora- 
torium des Akademiemitgliedes J. P. Pawlow bezogen wurden. 
Das altere Priparat hat bereits fast ganzlich seine Wirksam- 
keit eingebiBt und wir fanden eine Erhéhung des NH,-Stick- 
stoffs um dreimal, und eine VergréBerung des Prozentsatzes 
des NH,-Stickstoffs (im Verhaltnis zum simtlichen N) um 5 mal, 
wihrend die Menge der COOH-Gruppen ungefihr dieselbe wie 
im aktiven Priparat war. Das Verhaltnis NH,/COOH im aktiven 
Priparat war gleich 0,88, im inaktivierten stieg es bis zu 6,82. 


1) T. B. Aldrich, Chem. Abstr. Bd. 10, S. 614 (1916). 





Nr. des | 
BPermente 


He: 


— 
ita) | 


20 


17 


ow 


Zur Kenntnis der Proteasennatur. 


Tabelle 3. 
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Nr. des 


Ferments 


— 
Jo) 


20 


17 


Bezeichnung 
des 
Priparates 


N nach 
Kjeldahl 


pro 100 cem | 
des Priipar. | 


in mg 


Stickstoffs im) 


aa 


Stickstoff 


Verhiltnis 
zum gesamt. | 


stoff pro 





| NH,- Stick- 





Hundemagensaft aus 
d. Labor. des Aka- 
demiemitglied. Prof. 
I. P. Pawlow vom 
17. XII. 1927 


Glycerinextrakt aus 

der Magenschleim- 

hauteines Schweines 

angefertigt am 5. IV. 
1925 


Hundemagensaft aus 

d. Labor. des Aka- 

demiemitglied. Prof. 

I. P. Pawlow vom 
29. V. 1926 








36,4 


163,4 


25,2 





53,12 





86,80 


11,42 
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COOH 
pro 100 cem | 
in mg 


Pu des Pri- 


parates 


Wirksamkeit 
| des Pripar. 











12,60 


163,80 | : 


10,80 








1280 


1280 


20(%) 


Im Glycerinauszuge aus der Schweinemagenschleimhaut, 
die im Jahre 1925 von Friedmann und Ssokolowa an- 
gefertigt wurde’) mit einem Verhiltnis NH,/COOH=0,85 wurde 
die maximale Aktivitit (1280 Einheiten) vielleicht dank einer 
maBigen Aciditaét der Lésung (p,, = 2,84,) erhalten (Tab. 3). 

Unser Materiai ist selbstverstindlich fiir weitliufige Schlu8- 
folgerungen noch kaum ausreichend. Doch scheint es mit ge- 
wisser Bestimmtheit, daB die Wirksamkeit des Pepsins nicht 
nur von den COOH-Gruppen, sondern vom Verhiiltnis der 
COOH- und den NH,-Gruppen abhingt, wobei die Menge der 
NH,- Gruppen fiir die Aktivitat des Priparates in starkem 
Grade maBgebend ist: mit VergréBerung des Zihlers des 
Bruches NH,/COOH steigt auch bis zu einem gewissen Grade 
die ,,Aktivitit. Wird aber dieses Verhiltnis gréBer als 1, so 
fallt die Wirksamkeit des Priparates. Desgleichen konnte 
festgestellt werden, daB die Aktivitit des Priparates nicht in 
solchem Mafe vom absoluten Gehalt an Aminosiiure- oder 





1) I. A.Smorodinzew u. A. N. Adowa, Diese Zs. Bd.149, 8.180 
(1925). 
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Peptidcarboxylen abhingt, als vom Verhiltnis der letzteren: 
in den starken Priparaten bewegt sich dieser Koeffizient 
zwischen 2,64—3,41, in den schwachen zwischen 0,8— 1,5. 


SchluBfolgerungen. 


1. Die Aktivitat verschiedener Pepsinpraparate steht in 
direktem Verhialtnis zu ihrem Gehalt an totalem Stickstoff, 
NH,-Stickstoff und COOH-Gruppen. 


2. Die starken Priparate werden durch einen verhiltnis- 
maBig hohen Prozentsatz des Total-, NH,-Stickstoffs und der 
Carboxylgruppen charakterisiert. 


3. In starken Priparaten iiberwiegen die Peptide iiber 
die Aminosaiuren (COOH-Peptide /COOH-Aminos, = 2,64—3,41). 
~ 4, Das Verhaltnis NH, /COOH ist in den starken Pri- 
paraten ungefihr gleich 0,75. 


5. Die wenig aktiven Praparate zeichnen sich durch einen 
verhaltnismaBig niedrigen Gehalt an NH,-Stickstoff und COOH- 
Gruppen aus. 


6. Das Verhaltnis NH,/COOH ist bei den schwachen Pra- 
paraten niedriger als 0,5. 


7. Das Verhiltnis der Polypeptid-Carboxyle zu den 
Aminosaure-Carboxylen schwankt in den schwachen Praparaten 
zwischen 0,8—-1,5. 


8. Die Kurve der Elektrotitration der Lésungen schwacher 
Pepsinpriaparate zeigt einen steileren Anstieg im Vergleich mit 
der Kurve der stiirkeren Priparate. 

9. Bei langerer Aufbewahrung des mit gleicher Glycerin- 
menge versetzten natiirlichen Hundemagensaftes geht der 
Abschwiichung der Aktivitit eine VergréBerung des NH,- 
Stickstoffgehaltes parallel, das Verhiltnis NH,/COOH steigt 
bis 6,82. 


10. Im natiirlichen Hundemagensafte, welcher seine Aktivitit 
eingebiiBt hat, steigt die Menge der Carboxyle der Amino- 
siiuren, wihrend die Menge der Polypeptid-Carboxylen fast 
bis zu Null fallt. 
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Protokolle der Versuche. 


Nr. 1. Pepsinum rossicum Ferrein. 
I. Anwage: 5,1515 ¢:100cem 0,1°/, HCl. 
N nach van Slyke: 1,1 cem; Bar. 739,4 mm; t = 16°. 
COOH-Gruppen nach Willstitter: I: 0,345 eem; II: 0,13 cem 
0,2 n-NaOH. 
II. Anwage: 0,4850 g. 
N nach Kjeldahl: 2,2 eem n/10-H,SO,. 


Nr. 2. Pepsin Parke and Davis. 
I. Anwage: 1,4419g¢:50ecm 0,1°/, HCl. 
N nach van Slyke: 15,25 cem; Bar. 7389 mm; t =19°. 
COOH -Gruppen nach Willstitter: I: 3,22 cem; II: 0,75 ecm 
0,2 n-NaOH. 
Il. Anwage: a) 0,5064 g; b) 0,2401 g. 
N nach Kjeldahl: 49,3 cem; 23,6 ecm n/10-H,SO,. 


Nr. 3. Pepsinum rossicum Ferrein. 
I, Anwage: 5,1748¢:100 cem 0,1°/, HCl. 
N nach van Slyke: 1,00 ccm; Bar. 747,5 mm; t = 21° 
COOH-Gruppen nach Willstitter: I: 0,33eem; II: 0,10 cem 
0,2 n-NaOH. 
II. Anwage: 0,5276 g. 
N nach Kjeldahl: 2,5 ecem n/10-H,SOQ,. 


Nr. 6. Pepsinum rossicum Ferrein. 
I. Anwage: 5,1624g:100 cem 0,1°/, HCl. 
N nach van Slyke: 1,25cem; Bar. 756 mm; t=18°. 
COOH -Gruppen nach Willstitter: I: 0,46 cem; II: 0,185 cem 
0,2 n-NaOH. 
Nr. 6. Pepsinum rossicum Ferrein. 
I. Anwage: 1,7298g:50 cem 0,1°/, HCl. 
N nach van Slyke: 1,1 cem; Bar. 762,7 mm; t= 18°. 
COOH-Gruppen nach Willstitter: I: 0,395 cem; II. 0,200 cem 
0,2 n-NaOQH. 
Il. Anwage: 0,4896 g. 
N nach Kjeldahl: 2,4 eem n/10-H,SQ,. 


Nr. 7. Pepsinum rossicum Ferrein. 
I. Anwage: 5,2033 g : 100 ccm 0,1°/, HCl. 
N nach van Slyke: 1,35 eem; Bar. 755,1 mm; t = 16°. 
COOH - Gruppen nach Willstitter: I: 0,325 eem; IL. 0,17 ecm 
0,2 n-NaQH. 








ee 
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II. Anwage: 0,5347 g. 
N nach Kjeldahl: 2,6 cem n/10-H,SO,. 


Nr. 8. Pepsin Kahlbaum. 
I. Anwage: 5,1976: 100 cem 0,1°/, HCl. 
N nach van Slyke: 2,4 ccm; Bar. 739,4 mm; t= 16°. 
COOH - Gruppen nach Willstatter: I: 0,785 cem; II: 0,20 ecm 
0,2 n-NaQH. 


II], Anwage: 0,5938 g. 
N nach Kjeldahl: 4,8 cem n/10-H,SQ,. 


Nr. 9. Pepsin purum Germanicum Kéhler. 


I. Anwage: 3,5781 g: 100 cem 0,1°/, HCl. 

N nach van Slyke: 0,6 cem; Bar. 767,6 mm; t =17°. 

COOH - Gruppen nach Willstitter: I: 0,22 cem; II: 0,085 cem 
0,2 n-NaQH. 

II. Anwage: 0,5074 g. 

N nach Kjeldahl: 2,6 eem n/10-H,SQ,. 


Nr. 10. Pepsinum Germanicum Semski Sojus. 
I. Anwage: 4,2584 g: 100 ecm 0,1°/, HCl. 
N nach van Slyke: 2,5 ecm; Bar. 767,6 mm; t=17°. 
COOH - Gruppen nach Willstiatter: I: 0,73 cem; II: 0,175 eem 
0,2 n-NaOH. 
II. Anwage: 0,1554 g. 
N nach Kjeldahl: 3,2 eem n/10-H,SO,. 


Nr. 10. Pepsinum Germanicum Semski Sojus. 

I. Anwage: 5,1744 g: 100 eem 0,1 °/, HCl. 

N nach van Slyke: 8 cem; Bar. 755,1 mm; t = 16°. 

COOH - Gruppen nach Willstiétter: I: 0,975 cem; IL: 0,17 eem 
0,2 n-NaOH. 

Nr. 11. Pepsin amylaceum Kohler. 

I. Anwage: 5,2420 g:100cem 0,1°/, HCl. 

N nach van Slyke: 1,4 cem; Bar. 753,6 mm, t = 19° 

COOH -Gruppen nach Willstitter: I: 0,45 cem; IL: 0,09 eem 
0,2 n-NaQH. 

II. Anwage: 0,2400 g. 

N nach Kjeldahl: 1,5 eem n/10-H,SQ,. 

III. Anwage: 5,9418 g: 100 cem 0,1°/, HCL. 

Trockenriickstand von 50 cem: 0,1868 g. 


Nr. 12. Pepsin Goslaborsnabjenije. 
I. Anwage: 4,6340 g: 100 cem 0,1°/, HCl. 
N nach van Slyke: 1,5 cem; Bar. 767,6 mm; t = 17° 
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COOH -Gruppen nach Willstitter: I: 0,375 cem; LI: 0,18 com 
0,2 n-NaOH. 

II. Anwage: 0,2182 g. 

N nach Kjeldahl: 1,6 cem n/10-H,SOQ,. 


Nr. 13. Pepsin unbekannter Herkunft. 
I. Anwage: 1,6229 g: 50 cem 0,1 °/, HCl. 
N nach van Slyke: 0,9 eem; Bar. 753,6 mm; t = 19°. 
COOH -Gruppen nach Willstitter: I: 0,28 cem; II: 0,17 ecm 
0,2 n-NaOH. 
Il. Anwage: 0,3857 g. 
N nach Kjeldahl: 2,05 cem n/10-H,SOQ,. 


Nr. 14. Pepsin unbekannter Herkunft. 
I. Anwage: 0,8456g : 25 cem 0,1°/, HCl. 
N nach van Slyke: 1,0 eem; Bar. 753,6 mm; t= 19°. 
COOH -Gruppen nach Willstitter: I: 0,30 eem; II: 0,07 eem 
0,2 n-NaOH. 
II]. Anwage: 0,5700 g. 
N nach Kjeldahl: 2,95 cem n/10-H,SO,. 


Nr. 16. Pepsin Merck. 
I. Anwage: 3,5532 g: 100ceem 0,1°/, HCL. 
N nach van Slyke: 6,8 cem; Bar. 740,2 mm; t = 18°. 
COOH - Gruppen nach Willstitter: I: 1,665cem; IL: 0,32 cem 
0,2 n-NaOH. 
Il. Anwage: 0,4819 g. 
N nach Kjeldahl: 13,45 eem n/10-H,SO,. 


Nr. 17. Hundemagensaft, vom Akademiemitglied I. P. Pawlow 
am 29./V¥. 1926 bezogen. 
Magensaft mit Glycerin verdiinnt J:1, entnommen 5 ecm. 
N nach van Slyke: 0,05 cem; Bar. 751,5 mm; t = 17°. 
COOH-Gruppen nach Willstitter in 10eem: I: 0,00 cem, 
II: 0,03 cem 0,2 n-NaQH. 
N nach Kjeldahl in 5cem: 0,9 cem n 10-H,SQ,. 


Nr. 19. Hundemagensaft, vom Akademiemitglied IL P. Pawlow 
am 17./XII. 1927 bezogen. 
Magensaft mit Glycerin verdiinnt 1:1; entnommen 10 cem, 
N nach van Slyke: 0,3 cem; Bar. 751,5 mm; t=17°% 
COOH -Gruppen nach Willstitter: I: 0,05 eem; IL: 0,02 eem 
0,2 n-NaQH. 
N nach Kjeldahl in 5 cem: 1,3 cem n 10-H,SQ,. 











a 
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Nr. 20, Glycerinextrakt aus der Magenschleimhaut, bezogen 
am 5,/V. 1925. 
HCl-Extrakt mit Glycerin verdiinnt 1:1; entnommen 10 ccm. 
N nach van Slyke: 7,6 cem; Bar. 751,5 mm; t = 17°. 
COOH -Gruppen nach Willstitter: I: 0,54 cem; II. 0,37 cem 
0,2 n-NaOH. 
N nach Kjeldahl in 3 cem: 4,0 cem n,10-H,SQ,. 


Nr. 21. Pepsinum purum Ernst Leitz. 
I. Anwage: 5,1489g: 100 cem 0,1°/, HCl. 
N nach van Slyke: 7,0 cem; Bar. 761,9 mm; t = 17,5°. 
COOH -Gruppen nach Willstatter: I: 2,13 cem; Il: 0,50 ecm 
0,2 n-NaQOH. 
II. Anwage: 0,4181 g. 
N nach Kjeldahl: 12,25 eem n/10-H,SOQ,. 


Nr. 22. Pepsinum purum albissimum Gosmedtorgprom. 

I. Anwage: 5,2855¢: 100 cem 0,1°/, HCl. 

N nach van Slyke: 0,5 cem; Bar. 761,9 mm; t = 17,5°. 

COOH -Gruppen nach Willstatter: I: 0,18 eem; II: 0,08 ecm 
0,2 n-NaOH. 

II, Anwage: 0,7134 g. 

N nach Kjeldahl: 0,9 eem n/10-H,SOQ,. 











Enzymatische Versuche mit Trockenmuskel. 
Von 
Edvard Brunius. 





(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 31. Mai 1928.) 


I. Einflu8 der Phosphatkonzentration auf die Milchsaurebildung 
durch Trockenmuskel. 


Nach Versuchen von Euler, Myrbiack und Signe Karls- 
son!) besitzt die Milchsiurebildung aus Glykogen ein deut- 
liches Optimum der PO,-Konzentration bei etwa 3°/, Phos- 
phat. Es erschien von Interesse festzustellen, wie die Bildung 
der Milchsiure aus Glucose in Gegenwart des nach Meyerhof 
hergestellten Aktivators (wie friiher mit MX bezeichnet) von 
der Phosphatkonzentration abhingt. Das bei diesen Versuchen 
verwendete Trockenmuskelpriparat war wesentlich wirksamer 
als dasjenige, welches bei den Versuchen von Euler, Myr- 
back und Karlsson zur Verwendung gekommen war. Da- 
durch konnten die Versuchszeiten kiirzer gewihlt und die Ver- 
suche mehr an den Anfang der Reaktion gelegt werden. Bei 
den friiheren Co-Zymaseversuchen aus diesem Labo- 
ratorium haben wir eine Phosphatkonzentration von 
2°/, angewandt.’) 

Bei allen Versuchen entsprach die Aciditit py=7,05. Temperatur 
30° C. Die Reaktionsmischungen waren folgende: 


2 g Trockenmuskel + 0,2 g Glucose + 5cem MX + 5cem Co-Zymase. *) 


1) Euler, Myrback u. Karlsson, Diese Zs. Bd. 143, 8.243 (1925). 
2) Euler, Brunius u. Proffe, Diese Zs. Bd. 177, S. 170 (1928). 
8) Gereinigt durch Blei-, Quecksilber- und Silberfallung. 
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A. B. 
2,5ecm 0,3 mol. PO,-Lésung, 5eem 0,3 mol. PO,-Lésung, 
87,5 eem H,0. 85eem H,O. 
C. D. 
10cem 0,3 mol, PO,-Lésung, 20cem 0,3 mol. PO,-Lésung, 
30 cem H,0. 20eem H,0O. 


Die Phosphatkonzentrationen sind also: 0,015, 0,03, 0,06 und 0,12 mol. 


Das Resultat der Milchsiurebestimmung: 

















mg Milchsiure/10 cem mol. PO, 
Stunden , | eee 
0,015 | 0,03 0,06 0,12 
0 4,5 | 4,5 4,6 4.2 
1,5 9,4 | 12,4 16,2 11,9 
3,0 9,8 | 14,1 19,2 | 17,4 








Entnimmt man der Tabelle die Differenzen zwischen den 
Werten fiir 0 und 1,5 Stunden und zeichnet sich dieselben in 
einer Kurve (dieselbe ist zwecks Raumersparnis hier nicht 
wiedergegeben), so findet man ein deutliches Optimum in der 
Milchsiurebildung bei 0,06—0,08 mol. Phosphatpuffer, was un- 
gefahr 1—1,3°/, Phosphat entspricht. Ks wurde also ein wesent- 
lich niedrigerer Wert fiir das Phosphatoptimum gefunden; es ist 
jedoch nicht zu erwarten, daB die Milchsiurebildung aus Glyko- 
gen und Glucose + MX in gleichem Mafe von den Phosphat- 
konzentrationen abhingig sei. 

Ks diirfte in diesem Zusammenhang erwihnt werden, dab 
Virtanen und Karstrém}) fiir Trockenpraiparate von Milch- 
siiurebakterien das Optimum bei 0,5 mol. Phosphat fanden. 


II. EinfluB von Toluol auf die Bildung der Milchsiure mit 
Trockenmuskelpraparat. 


Beziiglich der Kinwirkung des Toluols auf die Milchsiure- 
bildung einerseits durch Muskelsaft, andererseits durch Trocken- 
muskelpriiparat liegen meines Wissens noch keine Angaben 
vor. Ks wurden deshalb einige diesbeziigliche Versuche an- 
gestellt und zwar mit Trockenmuskel. 





') Virtanen u. Karstrém, Diese Zs. Bd. 174, 8. 1 (1928). 
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2g Trockenmuskel + 0,2 g Glucose + 10cem 10°/,ige Phosphat- 
lésung + 5cem MX-Lésung + 2 cem Hefekochsaft + 33 cem Wasser. In 
B 5 ecem Toluol. 

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammengestellt. 


mg Milchsiure / 10 cem 








Stunden a A ; B 
Ohne Toluol Mit Toluol 


0 4,9 5,9 





1,5 17,7 15,0 
3,0 24,8 24,0 


Eine deutliche Wirkung des Toluols findet nicht statt. 


III. Extraktionsversuche von Trockenmuskel mit Wasser. 


Hin solcher Versuch ist friiher von Kuler, Myrbick 
und 8. Karlsson’) ausgefiihrt worden. Sie fanden, daB die 
Glykogenase bei der Extraktion vollstindig in Liésung geht 
und schon deswegen keine Milchsiurebildung aus Glykogen 
mit dem Muskelriickstand erhalten wird. AuBerdem war bei 
der Extraktion wohl auch die Co-Zymase (wenigstens teilweise) 
in Lésung gegangen. Ich habe einen Versuch angestellt mit 
einem Co-zymasefreien Trockenmuskelpriparat, aber mit Glu- 


cose + MX und mit Zusatz von Co-Zymase, 
4¢ Trockenmuskel wurden 2 Stunden mit 100 cem Wasser geschiittelt. 
Hierauf wurde von den Muskeln in einem Biichnertrichter abgesaugt. 








A. B. 
2 g Trockenmuskelriickstand, 
0,2 g Glucose, 0,2 g Glucose, 
10cem Pufferlésung, 10cem Pufferlésung, 
5ceem MX-Lésung, 5eem MX-Lésung, 
2cem Hefekochsaft, 2cem Hefekochsaft, 
33 ecm Wasser. 33 cem Filtrat 
mg Milchsiure/10 cem 
Stunden aaa ala set arabia meen 
A B 
0 1,7 | 4,6 
1,5 4,4 | 4,65 
eee naea 3,0 82 | 5,0 
1) Diese Zs. Bd. 143, S. 2483 (1925). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXVII. 14 
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Das Filtrat ist, wie ersichtlich, inaktiv; der Riickstand 
enthilt die Fahigkeit der Milchsiurebildung, jedoch wesentlich 
geschwacht. 


IV. Extraktionsversuche mit Alkohol und HCl. 


Durch diesen Versuch sollte ermittelt werden, inwieweit 
sich aus dem ‘Trockenmuskelpriparat ein Aktivator extra- 
hieren lat, welcher in der Art wie Insulin fiir die Milchsaure- 
bildung notwendig ist. 


6g Trockenmuskel wurden mit 200cem 40°,igem Alkohol ge- 
schiittelt unter Zusatz von so viel HCl, daB Methylorange schwach rot 
gefirbt wurde. Die Extraktionszeit betrug 15 Minuten. Gleichzeitig 
wurde ein kriftiger Extrakt hergestellt durch Schiitteln von 10g Trocken- 
muskel mit 50 ccm salzsaurem Alkohol. Nach Neutralisation wurde der 
Extrakt im Vakuum eingedunstet, wodurch aller Alkohol entfernt wurde. 
Der Muskelriickstand der letzten Extraktion wurde in einem Biichner- 
trichter abgesaugt und mit Wasser gewaschen. Dieser Riickstand wurde 
in zwei gleiche Teile geteilt und mit folgenden Mischungen versetzt. 


A. B. 
0,2 g Glucose, 0,2 g Glucose, 
10 cem Pufferlésung, 10 cem Pufferlésung, 
5eem MX-Lésung, 5eem MX-Lésung, 
2,5eem gereinigte Co-Zymase- 2,5 eem gereinigte Co-Zymase- 
lésung, losung, 
32,5 ccm Wasser. 10 cem Extrakt, 


22,5 ecm Wasser. 














mg Milchsaure / 10 ecm 
Standen ———______—_—__—_——_ 
A | B 
0,75 5,6 
6 1,0 6,4 





Durch die Behandlung der Trockenmuskel mit salzsaurem 
Alkohol hat derselbe fast vollstindig seine Fahigkeit, Milch- 
siiure zu bilden, verloren. Durch Zusatz des Extraktes wird 
aber diese Fiihigkeit nicht wieder hergestellt. 








Uber den Gehalt des Blutserums an Eisen. 


Bemerkungen zu der Arbeit von E. Abderhalden und P. Moller 
in Bd. 176 dieser Zs, H. 1/2, 8. 95 (1928). 


Von 


Georg Barkan. 


——_— =. 


(Der Redaktion zugegangen am 9. Juni 1928.) 


In einer kiirzlich erschienenen Mitteilung von Abder- 
halden und Méller versuchen die Verfasser unter anderem 
den Nachweis zu fiihren, daB es im Blutserum nur Eisen in 
organischer Bindung gibe und daB das gesamte dort nach- 
weisbare Kisen der jeweils im Serum yorhandenen Menge 
Blutfarbstoff entspriche. Zu der genannten Arbeit méchte ich 
im folgenden kurz Stellung nehmen. 

1. Eine von Abderhalden und Mdller geiuBerte Be- 
merkung, Lintzel vertrete im Gegensatz zu mir die Meinung, 
das Serumeisen kénne mit dem Blutfarbstoff in Zusammen- 
hang stehen, beruht auf einem Mifverstehen der betrefienden 
Arbeiten Lintzels und meiner eigenen. Lintzel hat sich in 
keiner seiner mir bekannten Publikationen iiberhaupt je mit 
dem Eisengehalt des Serums beschittigt. 

2. Abderhalden und Méller werfen die Frage auf, 
warum man nicht Plasma statt Serum untersucht. Sie dis- 
kutieren die Méglichkeit, daB erst beim Gerinnungsvorgang 
Eisen aus den Formelementen in die Blutfliissigkeit iibergehe. 
Sie halten eine Untersuchung von Plasma fiir erforderlich. Sie 
lassen unerwihnt, daB ich selbst jene Méglichkeit diskutiert 
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habe und bereits zeigen konnte, daB auch im Plasma sich 
Kisen in gleicher GréBenordnung findet wie im Serum.?) 


3. Nach Behandeln des Serums mit verdiinnter Siure fand 
ich die Menge dieses Eisens direkt durch die Rhodanidreaktion, 
O. Warburg und Krebs?) indirekt durch Messung der Cystein- 
oxydationskatalyse unter bestimmten Bedingungen in iiberein- 
stimmender GréBenordnung (nimlich etwa 1—2 x 107° mg 
pro 1 ccm tierischen Serums). Diese Zahlen stimmen iiberein 
mit denen der iibrigen Autoren, die sich in letzter Zeit mit 
dieser Frage beschiftigt haben (Fontes und Thivolle’), 
Henriqués und Roche.) Es ist nicht bekannt, daB bei der 
Vorbehandlung mit verdiinnter (etwa n/10-) Saure Blutfarbstoff- 
elsen abgespalten wird. 


4. Ich habe nie, wie Abderhalden und Mdller dies 
angeben, behauptet, daB das Kisen im Serum ,,in [onen- 
form vorliegt“. Ich habe lediglich von ,,siureléslichem“ und 
von ,,leicht abspaltbarem“ Eisen gesprochen.') Es handelt sich 
also um solches Hisen, das nach der Saiurebehandlung 
ultrafiltrabel ist, weil es sich dann im Ionenzustand befindet, 
und das, wie Warburg fand, nach der Cysteinmethode be- 
stimmt werden kann, ohne daB man das Serum verascht 
(locker gebundenes Eisen“ nach der Definition Warburgs?)). 


5. Fiir die Vermutung Abderhaldens, da8 der Eisen- 
transport mittels der Formelemente erfolgt, konnte ich in 
meinen bisherigen Arbeiten eine wesentliche Stiitze beibringen. 
Abderhalden und Méller erwihnen nicht, da8, wie ich 
wiederholt zeigte, ein Teil des Blutkérpercheneisens sich anders 
verhilt wie der tberwiegende Rest und daB rund 5°/, des 
Gesamteisens siiureléslich oder leicht abspaltbar sind. Ich 
habe der Vermutung Ausdruck gegeben, daB dieser Teil Trans- 
porteisen darstellt und habe auch eine, freilich nur hypo- 





') Klin. Wochenschr. Jahrg. 6, S. 1615 (1927); Diese Zs. Bd. 171, 
S. 194 (1927). 

*) Biochem. Zs. Bd. 190, S. 143 (1927). 

8) C. R. soe. biol. Bd. 93, S. 687 (1925). 

*) Bull. Soe. chim. France Bd. 9, S. 501 (1927). 
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thetische, Vorstellung vom Mechanismus dieses Eisentrans- 
portes via Blutkérperchen—Plasma zu entwickeln versucht.’) 

6. Nach alledem kann ich die Resignation Abderhaldens 
und Méllers in der Frage nach ,dem Geheimnis des Eisen- 
transportes“ nicht teilen. 





Stellungnahme zu den vorstehenden Bemerkungen 
von Georg Barkan.?) 
Yon 
Emil Abderhalden. 


(Der Redaktion zugegangen am 13. Juni 1928.) 


Bis vor kurzem wurde ziemlich allgemein angenommen, 
daB Blutserum bzw. -plasma frei von Eisen in jeder Form 
sei — soweit nicht serum- bzw. plasmafremdes Eisen in Frage 
kommt (wie z. B, Blutfarbstoffeisen). Unter anderem griindete 
sich diese Annahme auf Untersuchungen von Bunge, Hiuser- 
mann und Abderhalden. Weiterhin hatten Versuche, dem 
Transport des Nahrungseisen zu folgen, den Verfasser immer 
wieder zum Probleme des Hisengehaltes des Blutplasmas 
zurickgefiihrt, ohne daB es gelungen wire, es endgiiltig auf- 
zukliren. Es gliickte wohl, dem resorbierten Eisen bis in die 
Lymphbahnen hinein zu folgen und nachzuweisen, daB in allen 
Geweben locker gebundenes EHisen nachweisbar ist und auch 
den roten Blutkérperchen neben dem Hiamoglobineisen noch 
Hisen in anderer Form zukommt, jedoch fielen alle Versuche, 
im Blutplasma Eisen neben Blutfarbstoff in bestimmter Form 
nachzuweisen, negativ aus. Nun sind in jiingster Zeit mehrere 
Mitteilungen erschienen, unter denen ohne jeden Zweifel die- 
jenigen von Georg Barkan an erster Stelle stehen, aus denen 





1) Diese Zs. Bd. 148, S. 124 (1925); Bd. 171, S.179 u. 194 (1927). 
*) Diese Zs. Bd. 177, S. 205 (1928). 
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sich neue Gesichtspunkte iiber das Vorkommen von Eisen in 
bestimmter Form im Blutserum bzw. Blutplasma ergeben. 
Versuche von Méller und mir sind im AnschluB an die ge- 
nannten Untersuchungen unternommen worden, nicht, ,um unter 
anderem den Nachweis zu fiihren, daB es im Blutserum nur 
Eisen in organischer Bindung gibe, und daB das gesamte dort 
nachweisbare Kisen der jeweils im Serum vorhandenen Menge 
Blutfarbstoff entspriche“'), vielmehr hielten wir es fir ge- 
boten, die friihere Angabe, wonach Serum eisenfrei sein sollte, 
nachzupriifen und im gegebenen Falle richtig zu stellen. Wir 
zweifelten selbstverstindlich im Anschlu8 an die vorliegenden 
Untersuchungen nicht an der Richtigkeit der Feststellung von 
eisenhaltigen Verbindungen im Serum, wohl aber kamen wir 
im Laufe unserer Versuche an Hand unserer Ergebnisse zu 
der Fragestellung, ob das im Serum feststellbare Kisen diesem 
genuin zugehére oder aber Zellen entstamme. In Frage kommen 
die roten Blutkérperchen, die weiBen Blutzellen und die Blut- 
plittchen. Barkan hat nicht, wie wir irrtiimlich zum Aus- 
druck gebracht haben, Eisen in Ionenform im Blutserum und 
-plasma nachgewiesen, vielmehr spricht er von leicht abspalt- 
barem Eisen und erértert auch die Méglichkeiten der Art der 
in Betracht kommenden LEisenverbindungen. Unsere Ergeb- 
nisse unterscheiden sich in Hinsicht auf die Frage des Vor- 
kommens von Eisen im Blutserum von denen Barkans nur 
in dem Punkte, da& wir glauben, den gré8ten Teil davon in 
Beziehung zum Himoglobin bringen zu kénnen, wihrend 
Barkan auBerdem noch Eisen in anderer Bindung festgestellt 
hat — auf Grund seiner leichten Abspaltbarkeit. Die von 
uns angewandte Methode der Haimoglobinbestimmung gestattet 
nicht, das Vorkommen von anderen Eisenverbindungen neben 
Haimoglobineisen mit voller Sicherheit auszuschlieBen. Wir 
haben infolgedessen auch nur zum Ausdruck gebracht, ,,daB 
es zweifelhaft bleibt?), ob neben dem Hiamoglobineisen noch 
anderes Hisen im Blutserum enthalten ist“. Barkan selbst 
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'!) Vgl. die Bemerkungen von Georg Barkan, a. a. O. S. 205. 
2) a. a. O. 8. 100. 





= 
Jian... 





Stellungnahme zu den vorstehenden Bemerkungen von G. Barkan. 209 


hat, wie schon erwihnt, neben Himoglobineisen EHisen in 
anderer Bindung festgestelit. Fraglich bleibt, woher diese Art 
von Kisenverbindungen stammt. Sind sie auf zerfallende 
Blutplaittchen, Leukozyten oder gar auf Erythrozyten zuriick- 
zufihren? Diese Frage ist zurzeit noch unentschieden. Von 
ihrer endgiiltigen Beantwortung hangt es ab, ob der Eisen- 
gehalt des Blutplasmas wenigstens zum Teil ihm als genuin zu- 
gehérig betrachtet werden darf oder nicht. Im ersteren Falle 
ergeben sich neue Gesichtspunkte fiir das Problem des Eisen- 
transportes im Organismus. Unsere Bemerkung: ,,Man koénnte 
die Frage aufwerfen, weshalb nicht an Stelle von Serum Plasma 
verwendet wird“ ), bezog sich nur auf unsere Arbeit und nicht 
auf die bereits vorliegenden. Nachdem wir auseinandergesetzt 
hatten, aus welchen Quellen Eisen sekundiér in das Serum 
hineingelangen kann, erschien uns der Kinwand naheliegend, 
weshalb wir nicht von Plasma ausgegangen sind. Barkan 
hat Eisenbestimmungen in Serum und Plasma ausgefiihrt. Er 
verwandte Hirudinplasma. Barkan teilt mit, daB beim Stehen- 
lassen von Plasma mit Erythrozyten eine Zunahme seines 
Hisengehaltes erfolgt. So fiihrt er z.B. an, ,,in einem aseptisch 
durchgefiihrten Versuch ..... zeigte nach 5stiindigem Auf- 
enthalt des Blutes bei 37° das Plasmaeisen einen Zuwachs 
von rund 70°/,“.?) Diese Beobachtung bedeutet ohne Zweifel, 
daB die Frage nach dem EKisengehalt des Plasma im strémenden 
Blute noch weiterer Untersuchungen bedarf. In einem Punkte 
stimmen unsere Befunde nicht mit denen von Barkan iiber- 
ein. Wir fanden trotz denkbar gréBter Sorgfalt in der Ge- 
winnung von Serum in allen Fallen Blutfarbstoff in diesem — 
auch dann, wenn es in dicker Schicht nichts von einem Gehalt 
an solchem in Gestalt einer Beeinflussung seiner Farbe verriet. 
Barkan teilt dagegen mit, ,daB fiir dieses Serumeisen nicht 
etwa die minimalen Spuren von Blutfarbstoff in Betracht 
kommen, die gelegentlich noch spektroskopisch im Serum er- 
kennbar sind“.°) 


Sane Oo Oh 
?) Diese Zs. Bd. 171, S. 218 (1927). 
3) a. a. O. S. 200. 
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Zusammenfassend laB8t sich zum Ausdruck bringen, dab 
sich eine Forschung von gréBter Bedeutung im Flusse befindet, 
deren Ergebnisse namentlich in Hinsicht auf die Frage, ob 
das im Blutplasma bzw. -serum nachgewiesene Kisen diesem 
eigen ist, oder aber Formelementen entstammt, zurzeit noch 
keine endgiiltige Antwort erméglichen. Der Befund vor allem 
von Barkan, wonach in den genannten Blutfliissigkeiten Kisen 
in leicht abspaltbarer Form vorkommt, ergibt vielleicht die 
Méglichkeit, das, was jetzt noch Problem ist, in einen ein- 
deutigen Befund zu verwandeln. 





